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1. INTRODUCCIÓN 

 
1.1 Absorción y sistemas de transporte de nitrógeno en plantas 

superiores 

 
El nitrógeno (N), tras el oxígeno (O), el hidrógeno (H) y el carbono 

(C), es el elemento más abundante en las plantas siendo un nutriente mineral 

esencial y a menudo limitante para su crecimiento. Este elemento forma 

parte de compuestos esenciales tales como aminoácidos, amidas, proteínas, 

nucleótidos, coenzimas y numerosos metabolitos secundarios.  

El N se encuentra presente en el suelo como una compleja mezcla de 

compuestos orgánicos e inorgánicos, siendo los iones amonio (NH4
+) y 

nitrato (NO3
-) las principales fuentes de N mineral disponibles para la 

nutrición vegetal. Dado que ambos iones sirven como fuente de N para el 

crecimiento de las plantas y que tienen rutas metabólicas comunes no es 

sorprendente que posean ciertas características similares: 1) ambos iones son 

absorbidos por las células de las raíces aunque se encuentren a bajas 

concentraciones en el suelo; 2) se absorben mediante sistemas de transporte 
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de alta y baja afinidad (HATS1 y LATS2, respectivamente); 3) el influjo de 

ambos iones es responsable del estado nitrogenado de la planta; 4) el influjo 

está regulado por cambios diurnos y los genes que codifican las proteínas 

transportadoras de NH4
+ y NO3

- se regulan de una forma similar. A pesar de 

estas similitudes, también existen diferencias en la absorción de ambos 

iones, así como en su uso por las plantas (Glass y col., 2002).  

La absorción relativa de NH4
+ o de NO3

- depende de diversos 

factores como son la concentración de N, de la proporción de NH4
+/NO3

-, del 

pH y de la temperatura (Hartman y col., 1986; Criddle y col., 1988). 

La aplicación exclusiva de NH4
+ es perjudicial para muchas especies 

vegetales (Salsac y col., 1987; Cramer y Lewis, 1993; Dejoux y col., 2000; 

Britto y Kronzucker, 2002), provocando un pobre crecimiento de raíces y 

tallos (Marschner, 1995). La reducción del crecimiento de la planta está 

directamente relacionada con la absorción de NH4
+, ya que la asimilación de 

este ión va acompañada por una producción equimolar de H+. Estos H+ son 

excretados al incrementarse la actividad de la H+-ATPasa de la membrana 

plasmática, generando la acidificación de la rizosfera y reprimiendo de este 

modo la absorción de otros cationes. Otra razón que puede provocar la 

reducción del crecimiento vegetal al suministrar únicamente el ión NH4
+, 

puede ser debido a la ausencia del ión NO3
- (Stitt, 1999; Crawford y Forde, 

2002; Forde, 2002a; Stitt y col., 2002; Foyer y col., 2003). El NO3
-, además 

de ser un importante osmolito, es también un ión esencial que señaliza la 

translocación de cationes al xilema y está implicado en el metabolismo de 

ácidos orgánicos y la síntesis de almidón (Stitt, 1999), así como en la 

inducción de la expresión de una gran cantidad de genes relacionados con la 

                                                 
1 HATS del inglés High Affinity Transport System 
2 LATS del inglés Low Affinity Transport System 
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absorción y la asimilación de N (Wang y col., 2000, 2001, 2003;  Scheible y 

col., 2004). 

A pesar de ello, la absorción de NH4
+ es esencial para las plantas y 

su concentración en el suelo es de aproximadamente 50 µM, siendo entre 10 

y 1000 veces más baja que la de NO3
-. Este ión es necesario para mantener 

homeostáticamente el pH celular y el balance anión/catión durante la 

absorción mineral (Marschner, 1995). Además, algunas plantas prefieren 

absorber NH4
+ frente al NO3

- cuando ambos iones se encuentran presentes 

como fuente de N en el medio (Macduff y Jackson, 1991; Serna y col., 1992; 

Gebler y col., 1998; Gazzarrini y col., 1999). De hecho, muchos genes 

implicados en la asimilación del ión NO3
- y de otras fuentes alternativas de 

N están reprimidos en presencia del ión NH4
+ lo que favorece la absorción de 

éste frente a la del NO3
- (Fernández y Cárdenas, 1989; Glass, 2003). Esta 

preferencia por el NH4
+ es posiblemente debida a que su absorción y 

asimilación requieren un menor gasto de energía que el ión NO3
-. El mayor 

coste energético para el NO3
- es debido a que éste debe de reducirse a NO2

- 

por la acción de la nitrato reductasa (NR, EC 1.6.6.1) y posteriormente a 

NH4
+ asimilable, por la nitrito reductasa (NiR, EC 1.7.7.1) (Bloom y col., 

1992). El NH4
+ junto a los α-cetoácidos provenientes del ciclo de Calvin y en 

menor medida del ciclo de Krebs, dan lugar a aminoácidos por la acción de 

la glutamina sintetasa (GS; EC: 6.3.1.2) y la glutamato sintasa (GOGAT; 

EC: 1.4.1.14) (Suárez y col., 2002).  

No obstante, el crecimiento vegetal óptimo se obtiene habitualmente, 

cuando se proporcionan ambos, NO3
- y NH4

+, de forma conjunta 

(Kronzucker y col., 1999b; Kirk y Kronzucker, 2005; Baozhen y col., 2006), 

aunque la proporción óptima de NH4
+/NO3

- varia y depende de la especie, de 

la edad de la planta y del pH del medio (Haynes y Goh, 1978).  
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Por otra parte, debido a los cambios temporales y espaciales de las 

fuentes de N en el suelo, las plantas han desarrollado mecanismos de 

adaptación que les permiten incrementar la eficiencia de la absorción de N 

en situaciones de escasez de dicho elemento (Clarkson y Lüttge, 1986). 

Estos mecanismos regulan los sistemas de transporte implicados en la 

absorción de los iones NO3
- y el NH4

+ (Crawford y Glass, 1988; Forde, 

2000; von Wirén y col., 2000a) o estimulan el crecimiento de las raíces, 

modificando la arquitectura del sistema radicular. Principalmente, la escasez 

de NO3
- favorece el crecimiento de las raíces laterales para explorar un gran 

volumen de suelo (Robinson, 1994; Zhang y Forde, 2000; Little y col., 2005; 

Remans y col., 2006). Estudios recientes sugieren que la escasez de NH4
+ 

también favorece el crecimiento de las raíces laterales para así facilitar a la 

planta la búsqueda de N en el suelo (Engineer y Kranz, 2007).  

En los últimos años, se ha logrado un avance espectacular en el 

conocimiento de los mecanismos de absorción de los iones NO3
- y NH4

+, 

gracias al desarrollo de métodos fisiológicos que han permitido medir in vivo 

la tasa de influjo y eflujo de N, así como el uso de técnicas moleculares y 

genéticas que han permitido identificar los genes responsables de su 

transporte. La tasa de absorción neta es el balance de dos flujos opuestos: el 

influjo desde el apoplasto al citoplasma y el eflujo en dirección opuesta 

(Morgan y Jackson, 1988).  

La absorción de N inorgánico por las raíces de las plantas es debida 

principalmente a la actividad de los sistemas de transporte de NO3
- y NH4

+, 

localizados en la membrana plasmática de las células de la raíz. Estos 

sistemas de transporte están funcionalmente separados como sistemas de 

transporte de alta y baja afinidad, HATS y LATS, respectivamente. Los 

sistemas de transporte de alta afinidad se distinguen por sus valores de Km 

que indican la afinidad por el sustrato y Vmáx que indica la máxima capacidad 
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del sistema. El LATS presenta tasas de influjo mucho más elevadas que el 

HATS, cuando la concentración de N externa es elevada. Las propiedades 

cinéticas de estos sistemas de transporte, son muy variables y principalmente 

dependen del estado nutricional de la planta. Además, cuando la 

disponibilidad de sustrato (N) es limitada, la demanda de N por la raíz tiene 

una clara prioridad sobre la demanda de N por el tallo, produciendo una 

rápida reducción en la translocación del N hacia el mismo (Kronzucker y 

col., 1998).  

Los genes que codifican las proteínas transportadoras de los iones 

NO3
- y NH4

+ generalmente se clasifican en cinco familias diferentes 

denominadas: NRT1, NRT2 y NRT3 para los transportadores de NO3
- (Forde, 

2000; Tong y col., 2005) y AMT1 y AMT2 para los transportadores de NH4
+ 

(Howitt y Udvardi, 2000). 

 

1.1.1 Absorción del ión NO3
- 

 

En la mayoría de las especies vegetales, una pequeña porción del 

NO3
- absorbido es asimilado en la raíz y el resto es transportado a través del 

xilema para ser asimilado en las hojas. En situaciones de exceso de NO3
- en 

el medio y máxima absorción, éste puede almacenarse en la vacuola o ser 

expulsado de nuevo al medio externo mediante eflujo a través de la 

membrana plasmática (Forde y Clarckson, 1999). 

 

1.1.1.1 Estudios fisiológicos  

 
El transporte del ión NO3

- desde la rizosfera hasta el citoplasma de 

las células corticales de la raíz es termodinámicamente desfavorable en 

términos de gradientes de potencial eléctrico y químico. Diversos estudios 
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han demostrado que este proceso es dependiente de energía (Deane-

Drummond y Glass, 1983; Morgan y col., 1985) y requiere la actividad de la 

H+-ATPasa de la membrana plasmática. En base a estos estudios se propone 

un mecanismo simporte 2H+/NO3
- para ambos sistemas de transporte, HATS 

y LATS (Ullrich y Novacki, 1981; McClure y col., 1990; Glass y col., 1992; 

Santi y col., 1995). 

A nivel cinético, los estudios fisiológicos del transporte de NO3
- han 

desvelado la existencia de tres sistemas de transporte diferentes: dos de alta 

afinidad, uno constitutivo (cHATS) y otro inducible (iHATS) que operan a 

una concentración de NO3
- externa ([NO3

-]0) menor de 1 mM siguiendo 

ambos una cinética de Michaelis-Menten y otro de baja afinidad LATS con 

una alta capacidad de transporte (Aslam y col., 1992;  Kronzucker y col., 

1995). Debido a las diferencias significativas entre los valores de sus Km, el 

sistema cHATS, es considerado como un sistema de absorción diferente del 

iHATS (Agüera y col., 1990; Hole y col., 1990; Siddiqi y col., 1990; Aslam 

y col., 1992; Botella y col., 1994). El cHATS tiene una mayor afinidad por el 

NO3
- que el iHATS [(Km de 6-20 µM comparados a los 13-79 µM del iHATS 

(Forde y Clarckson, 1999)]. En algunas plantas, ambos sistemas (cHATS e 

iHATS) operan simultáneamente en el estado inducido (Warner y Huffaker, 

1989; Aslam y col., 1992) mientras que en otras no está del todo claro 

(Siddqi y col., 1990). El papel propuesto para el cHATS es mantener la 

concentración de NO3
- citoplasmática a niveles suficientemente altos para 

inducir el sistema iHATS (Behl y col., 1988). Por otra parte, el LATS para el 

NO3
- muestra una cinética lineal y es activo a [NO3

-]0 elevadas, entre 1 y 50 

mM (Siddiqi y col., 1990; Aslam y col., 1992; Kronzucker y col., 1995; 

Mata y col., 2000). El LATS es constitutivo y de primer orden respecto a la 

concentración externa de NO3
- y no requiere inducción por NO3

-, como han 
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mostrado diversos estudios cinéticos (Siddiqi y col., 1990) y 

electrofisiológicos (Glass y col., 1992).  
 

1.1.1.2 Estudios moleculares  

 
Las familias génicas que codifican los transportadores del ión NO3

- 

son NRT1 y NRT2, y recientemente se ha identificado una nueva familia 

denominada NRT3. La caracterización de estos genes ha permitido resolver 

algunas de las cuestiones planteadas a nivel fisiológico. Las familias de 

genes NRT1 y NRT2 codifican supuestamente los sistemas LATS y HATS 

para el NO3
-, respectivamente (Crawford y Glass, 1998; Daniel-Vedele y 

col., 1998; Huang y col., 1999;  Forde, 2000; Fraisier y col., 2000). En la 

mayoría de las especies vegetales estudiadas los genes NRT1 y NRT2 están 

organizados en familias multigénicas (Liu y col., 1999), indicativo de que 

pueden ejercen papeles diferentes en la planta (Huang y col., 1999; Forde y 

Clarkson, 1999; Forde, 2000; Williams y Miller, 2001; Orsel y col., 2004). 

Recientemente, en A. thaliana se han identificado dos miembros de la 

familia NRT3 (Okamoto y col., 2006). 

El gen NRT1.1 de A. thaliana (también llamado CHL1) fue el 

primero identificado como responsable de codificar un transportador de NO3
- 

en plantas (Tsay y col., 1993) e inicialmente se creyó que era un 

transportador inducible de baja afinidad (Tsay y col., 1993; Huang y col., 

1996; Touraine y Glass, 1997). Posteriormente, se ha identificado en otras 

especies vegetales como Nicotiana plumbaginifolia (Fraisier y col., 2001) y 

Glicine max (Yokohama y col., 2001). 

Diversos trabajos indican que el papel del transportador NRT1.1 es 

más complejo de lo esperado y su función está lejos de estar sólo limitada a 

la absorción de NO3
- mediada por el LATS en las raíces. En primer lugar, 
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NRT1.1 se considera ahora como un transportador de afinidad dual, 

perteneciente al HATS y al LATS (Wang y col., 1998; Liu y col., 1999). En 

segundo lugar, el gen NRT1.1 está fuertemente expresado en órganos 

meristemáticos (yema apical de las raíces, raíces laterales emergentes, y 

hojas en expansión) y juega un papel crucial en las primeras fases del 

desarrollo de estos órganos jóvenes (Guo y col., 2001), en la arquitectura 

radicular y está relacionado también con la sensibilidad de las plantas a la 

sequía (Guo y col., 2003).  

En 1999, Huang y col. caracterizaron en A. thaliana el gen NRT1.2 

de la misma familia que el NRT1.1, responsable de codificar un 

transportador de NO3
- de baja afinidad, pero en este caso su expresión era 

constitutiva e independiente de la presencia de NO3
-. De este modo, se 

postuló que ambos genes NRT1.1 y NRT1.2, codificaban sistemas de 

transporte de baja afinidad para el NO3
-. Sin embargo, ambos transportadores 

desempeñan funciones diferentes, puesto que en plantas de A. thaliana que 

carecen del gen NRT1.1, parece que la actividad del LATS es menor cuando 

se adicionan conjuntamente NO3
- y NH4

+ que cuando crecen con una única 

fuente de N (NO3
- o NH4

+) (Touraine y Glass, 1997; Crawford y Glass, 

1998; Muños y col., 2004).  

El primer miembro de la familia de genes NRT2 se identificó en el 

hongo Aspergillus nidulans (Unkles y col., 1991) y posteriormente en el alga 

Chlamydomonas reinhardtii se identificó el primer gen implicado en el 

transporte de NO3
-/NO2

-, mediante complementación de un mutante de 

delección (Quesada y col., 1994). Una vez identificados ambos genes, a 

partir de las regiones más conservadas en sus secuencias se diseñaron 

oligonucleóticos degenerados que han permitido clonar la mayoría de genes 

NRT2 en plantas como Hordeum vulgare (Trueman y col., 1996), Nicotiana 

plumbaginifolia (Quesada y col., 1997), Glicine max (Amarasinghe y col., 
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1998), Solanum lycopersicon (Ono y col., 2000), Zea mays (Quaggiotti y 

col., 2003) y recientemente, en Prunus persica (Nakamura y col., 2007). La 

caracterización funcional en A. thaliana del gen NRT2.1 mostró que era el 

componente mayoritario del HATS para el NO3
-, desempeñando un 

importante papel en el control de la absorción de este ión (Cerezo y col., 

2001a; Filleur y col., 2001; Lejay y col., 2003). 

Las proteínas NRT1 y NRT2 presentan una topología similar, con 12 

dominios transmembrana, distribuidos en dos grupos de 6 hélices conectadas 

entre sí por un lazo citosólico (Trueman y col., 1996; Pao y col., 1998). 

Aunque su estructura topológica es común, su secuencia primaria de 

aminoácidos es diferente. Hasta la fecha, sólo tres proteínas (NRT1.1, 

NRT1.2 y NRT2.1) han sido caracterizadas funcionalmente en plantas y 

están implicadas en la absorción de NO3
- (Muños y col., 2004). 

Finalmente, de los dos genes que hasta el momento integran la 

familia AtNRT3, únicamente el AtNRT3.1 se expresa significativamente y 

parece desempeñar un cierto papel en la regulación de la inducción 

producida por el ión NO3
-. En mutantes AtNRT3.1,  Okamoto y col. (2006) 

han mostrado que el HATS para el NO3
- está funcionalmente dañado, incluso 

aunque después de la inducción por NO3
- haya una fuerte transcripción del 

gen  AtNRT2.1, por lo que se propone que la proteína NRT3.1 no es 

propiamente un transportador, pero desempeña una importante función 

regulando al transportador NRT2.1 a nivel postraduccional.  

 

1.1.2 Absorción del ión NH4
+  

 

El NH4
+ se genera en la planta mediante diferentes procesos: por 

absorción directa, reducción del ión NO3
-, en la fotorrespiración, por la 

fijación de N2 o en la desaminación de compuestos nitrogenados como 
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aminoácidos (Forde y Clarkson, 1999; Howitt y Udvardi, 2000; von Wirén y 

col., 2000a).  

El ión NH4
+ es potencialmente tóxico para la planta y por ello, las 

plantas han desarrollado mecanismos de adaptación cuando las 

concentraciones de NH4
+ son elevadas en el medio externo, como son la 

activación del eflujo y el aumento de la respiración en la raíz (Britto y col., 

2001). Por otro lado, el NH4
+ absorbido puede ser rápidamente metabolizado 

formando compuestos orgánicos (Chaillou y col., 1994), aunque también 

puede almacenarse en cierta medida en las vacuolas (Loqué y col., 2005). En 

este sentido, existe mucha controversia sobre sí el NH4
+ se transloca o no 

desde la raíz hacia el tallo a través del xilema (Tobin y Yamaya, 2001; 

Schjöerring y col., 2002). 

 

1.1.2.1 Estudios fisiológicos  
 

En lo que se refiere a los requerimientos energéticos del transporte 

del ión NH4
+, el HATS y el LATS presentan diferencias en cuanto a la 

energía utilizada para el transporte. Tanto el HATS como el LATS son 

sensibles a inhibidores y desacopladores metabólicos, pero la inhibición 

ejercida por estos compuestos es mucho más pronunciada para el HATS, 

sugiriendo que el LATS es menos dependiente de energía metabólica y/o 

gradiente transmembrana (Ullrich y col., 1984; Wang y col., 1994). Esto 

indica que el HATS y el LATS difieren en sus mecanismos de absorción de 

NH4
+ y/o que parte de la actividad del LATS está asociada con el transporte 

de NH3 mediante un proceso de difusión al menos en algunas especies 

(Glass y Siddiqi, 1995). Por otro lado, en varios cultivos incluidos arroz, 

cebada y maíz se ha propuesto un posible transporte NH4
+/K+ (Forde y 

Clarkson, 1999). 
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Estudios cinéticos muestran en especies de plantas superiores que la 

absorción neta o influjo de NH4
+ en las raíces sigue un patrón bifásico en 

función de la concentración externa de NH4
+ ([NH4

+]o) sugiriendo la 

existencia general de dos sistemas de absorción diferentes, uno de alta y otro 

de baja afinidad (Forde y Clarkson, 1999; Glass y col., 2002), pero a 

diferencia del ión NO3
-, no se diferencia entre sistemas constitutivos o 

inducibles. El HATS posee  una cinética de Michaelis-Menten que opera a 

[NH4
+]o inferiores a 1mM, mientras que el LATS opera a [NH4

+]o superiores 

a 1 mM y generalmente sigue una cinética lineal. Estos sistemas se han 

encontrado en diferentes especies vegetales como arroz (Wang y col., 1993), 

cebada (Mäck  y Tischner, 1994), tomate (Kosola y Bloom, 1994) y abeto 

(Kronzucker y col., 1996). Los valores de Km para el sistema HATS, 

estudiado en diferentes especies, se ha establecido entre 10 y 170 µM (Glass 

y Siddiqi, 1995). 

 

1.1.2.2 Estudios moleculares  

 
El primer transportador de NH4

+ en un organismo eucariota se 

caracterizó en levadura (genes MEP3) por Marini y col. (1994). 

Posteriormente, se identificó en la planta modelo A. thaliana, mediante la 

complementación funcional de una levadura mutante deficiente en dichos 

sistemas de transporte, un gen homólogo AtAMT1;1, el cual codifica un 

transportador de NH4
+ de alta afinidad (Ninnemann y col., 1994). Desde 

entonces, se han aislado más genes homólogos de la familia AMT1 en 

diferentes especies vegetales, tales como Arabidopsis thaliana (Gazzarrini y 

col., 1999), Solanum lycopersicon (Lauter y col., 1996; von Wirén y col., 

2000b), Oryza sativa (von Wirén y col., 1997; Saiki y col., 2002; Kumar y 
                                                 
3 MEP del inglés Methylammonium permease 
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col., 2003) Brassica napus (Pearson y col., 2002) y Lotus japonicus 

(Salvemini y col., 2001; D’Apuzzo y col., 2004).  

Varias características de la familia de proteínas AMT1 indican que 

son responsables de la actividad del HATS en plantas. En primer lugar, las 

características bioquímicas de las proteínas AMT1 expresadas en levaduras, 

en particular su alta afinidad por el NH4
+ y su aparente mecanismo uniporte 

de NH4
+, son muy similares a las características del HATS en raíces de las 

plantas (Ninemann y col., 1994; Gazzarrini y col., 1999). En segundo lugar, 

los niveles de transcripción del AtAMT1 se correlacionan con la actividad 

HATS en raíces intactas (Gazzarrini y col., 1999; Rawat y col., 1999). 

Finalmente, la existencia y diferente regulación de los miembros de la 

familia multigénica AMT1 en plantas, implica que los diferentes miembros 

deben ejercer roles fisiológicos distintos, permitiendo una mayor flexibilidad 

en su regulación y en su especialización, favoreciendo de este modo captar 

NH4
+ en un amplio rango de concentraciones. 

Estudios de hidrofobicidad predicen que las proteínas AMT1 son 

proteínas integradas en la membrana con 11 dominios transmembrana 

(Schwacke y col., 2003) y experimentos con proteínas de fusión indican que 

la mayoría de proteínas MEP/AMT contienen 11 hélices transmembrana con 

el extremo N-terminal extracitosólico y el C-terminal citosólico (Marini y 

Andre, 2000; Thomas y col., 2000).  

Recientemente, se ha identificado y caracterizado en Arabidopsis 

thaliana, Lotus japonicus y Oryza sativa una segunda familia de 

transportadores denominados AMT2 (Sohlenkamp y col., 2000 y 2002; 

Simon-Rosin y col., 2003; Suenaga y col., 2003) que parece que codifican 

transportadores de NH4
+ de alta afinidad y que presentan una mayor 

homología con los transportadores de NH4
+ en procariotas que en plantas 

(Howitt y Udvardi, 2000; Sohlenkamp y col., 2000, 2002). Los genes AMT2 
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se expresan en raíz y en tallo y podría codificar un transportador relacionado 

con el transporte de NH4
+ intra- o intercelular aunque su función aún es 

desconocida. 

En plantas leñosas, existen muy pocos estudios moleculares de estas 

familias génicas, recientemente Couturier y col. (2007) han caracterizado 

funcionalmente tres miembros de la familia AMT1 y dos AMT2 en Populus 

trichocarpa mediante expresión heteróloga de estos genes en levadura. 

 

1.2 Regulación de la absorción de nitrógeno en plantas superiores 

 
Como respuesta a la diferente concentración de N en el suelo, las 

plantas han desarrollado mecanismos de regulación del influjo de los iones 

NO3
- y NH4

+. Estudios fisiológicos y moleculares han mostrado que los 

sistemas de absorción de NO3
- y NH4

+ se regulan en función del estado 

carbonado y del estado nitrogenado de la planta.  

La fijación del CO2 durante la fotosíntesis proporciona los 

esqueletos carbonados necesarios para generar energía y servir de sustrato 

para la síntesis de diversos metabolitos, como polisacáridos estructurales o 

de reserva como el almidón. Por otra parte, el N es el compuesto inorgánico 

más importante para la nutrición de las plantas. Por ello, la regulación de 

forma coordinada del metabolismo del C y del N es necesaria para el 

desarrollo óptimo de la planta. El metabolismo del C y del N están 

estrechamente interconectados ya que para la síntesis de aminoácidos, las 

plantas necesitan el NH4
+ así como los esqueletos carbonados provenientes 

de la glicólisis como el malato y el piruvato, o del ciclo de Krebs como el 

oxoglutarato (Figura 1).  
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Figura 1. Esquema  de algunas interacciones entre el metabolismo del C y del N.  
El C entra en el Ciclo de Krebs a través del piruvato y del oxalacetato (OAA) o 
malato, el cual proviene de la carboxilación del fosfoenolpiruvato (PEP). El OAA 
puede también transaminarse y formar Aspartato (Asp) y Asparragina (Asn). El ciclo 
de Krebs proporciona citrato para la síntesis de Glutamato (Gln) y Glutamina (Glu). 
Enzimas importantes en el metabolismo del N son GS, GOGAT, Aspartato 
aminotransferasa (AAT), Asparragina sintasa (AS), NR, NiR, fosfoenolpiruvato 
carboxilasa (PEPc). 

 

La regulación por metabolitos carbonados es parte de un mecanismo 

general que ejerce un efecto recíproco entre el metabolismo del N y del C y 

que asegura su coordinación en la planta (Stitt, 1999; Stitt y Krapp, 1999; 

Coruzzi y Zhou, 2001). La unión entre el metabolismo del C y del N también 

se pone de manifiesto en el sentido opuesto, es decir, el metabolismo 

carbonado está regulado por los compuestos nitrogenados (Scheible y col., 

1997; Stitt, 1999; Lancien y col., 1999) y particularmente, el metabolismo de 
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la sacarosa está íntimamente relacionado con el metabolismo del N orgánico 

e inorgánico (Koch, 1997). 

Se sabe que la información del estado C y N de la planta se utiliza 

para regular la expresión de genes y la actividad de algunos enzimas, pero la 

naturaleza de esta señal aún es desconocida (Coruzzi y Bush, 2001). Los 

aminoácidos presentes en el floema eran los candidatos por excelencia para 

regular la absorción de NO3
- mediante un proceso de retro-inhibición desde 

el tallo (Cooper y Clarkson, 1989; Imsande y Touraine, 1994). Sin embargo, 

estudios posteriores han demostrado que no existe correlación entre la tasa 

de absorción y los cambios tanto cualitativos como cuantitativos de los 

aminoácidos del floema (Tillard y col., 1998). Estudios recientes han 

demostrado que pueden ser otros metabolitos, como la sacarosa y las 

hormonas vegetales (Mistrik y col., 2000; Berleth y Sachs, 2001; Guo y col., 

2002; Gebler y col., 2004) los que podrían explicar la reducción de la tasa de 

absorción de NO3
- observada durante el periodo de oscuridad. De los datos 

moleculares y fisiológicos se puede concluir que el balance C/N está 

implicado en la regulación de la absorción de los iones NO3
- y NH4

+ (Lejay y 

col., 1999). 

 

1.2.1 Regulación de la absorción del ión NO3
-  

 

La regulación de la absorción de NO3
- debida a los cambios diurnos 

ha sido descrita en diversas especies vegetales, concretamente se ha 

encontrado que la oscuridad tiene un efecto negativo en la absorción de NO3
- 

(Delhon y col., 1995a; Matt y col., 2001). Para explicar este efecto negativo, 

unos autores proponen que es debido a la incapacidad de la planta de 

asimilar y translocar el NO3
- en oscuridad (Scaife, 1989; Scaife y Schloemer, 

1994) y otros que se  debe a cambios en el transporte floemático de azúcares 
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hacía las raíces (Rufty y col., 1989; Raper y col., 1991; Le Bot y Kirkby, 

1992).  

A nivel molecular, muchas investigaciones sugieren que las 

fluctuaciones diurnas observadas en la absorción del ión NO3
- están 

correlacionadas con cambios en los niveles de transcripción de los genes 

NRT1 y NRT2 (Lejay y col., 1999; Matt y col., 2001). Además, la absorción 

de NO3
- es independiente de las variaciones en la transpiración y no está 

controlada por el ritmo circadiano (Delhon y col., 1995b). También se 

conoce que está regulada por la fotosíntesis, particularmente por la 

concentración de CO2 atmosférica (Delhon y col., 1996) y por la 

disponibilidad de metabolitos carbonados en la raíz, tales como azúcares 

(Delhon y col., 1996; Lejay y col., 1999) y ácidos carboxílicos (Touraine y 

col., 1992). Sin embargo, aunque existen claras evidencias de la acción 

positiva de los azúcares en la absorción de NO3
-, hay pocos estudios a nivel 

molecular en los que se haya investigado los mecanismos involucrados. En 

el caso concreto del gen AtNRT2.1 se observó, utilizando compuestos 

análogos de los azúcares y mutantes de A. thaliana deficientes en varios 

pasos de la ruta de señalización de azúcares que o bien la actividad catalítica 

de la enzima hexoquinasa o un producto de la ruta de glicólisis podría 

regular la transcripción del gen AtNRT2.1 (Lejay y col., 2003).  

La absorción de NO3
- está también regulada por el metabolismo 

nitrogenado. La forma de N disponible (N-NO3
-, N-NH4

+ y N-orgánico) 

influye en la absorción del propio NO3
- e incluso en la de otros iones 

(Edwards y Horton, 1982; Hartman y col., 1986; Shelp, 1987). Después de 

exponer las plantas a NO3
- se produce un rápido aumento del influjo de este 

ión mediado por el iHATS, que diminuye también de forma rápida 

transcurridas varias horas (Daniel-Vedele y col., 1998; Crawford y Glass, 

1998; Forde y col., 1999; Zhuo y col., 1999). Entre especies vegetales, 
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existen diferencias significativas en el tiempo de respuesta a la inducción 

tras la aplicación de NO3
- y no está claro si la concentración de NO3

- en la 

raíz “per se” o algún producto de la asimilación del NO3
- son responsables 

del efecto de represión de la actividad que se observa después de la 

inducción (Siddiqi y col., 1989).  

Por otra parte y de modo general en la mayoría de las especies 

vegetales, el NH4
+ inhibe la absorción del ión NO3

- (Aslam y col., 1994; 

Kronzucker y col., 1999a) aunque esto no ocurre en algunos cultivos (Wang 

y Below, 1992; Smart y Bloom, 1998). El NH4
+ o algún producto de su 

asimilación como la glutamina (Gln) u otros aminoácidos, podrían inhibir la 

actividad de los sistemas de transporte del ión NO3
- y los genes NRT2 a nivel 

transcripcional y/o postranscripcional (Krapp y col., 1998; Filleur y Daniel-

Vedele, 1999; Lejay y col., 1999; Zhuo y col., 1999; Fraisier y col., 2000; 

Vidmar y col., 2000; Orsel y col., 2002a y b). 

Asimismo, la acumulación de transcritos del gen NRT2 sigue el 

mismo patrón que el observado para el influjo de NO3
- mediado por HATS. 

Ésta se induce por el NO3
- cuando está presente a una baja concentración y 

se de-reprime4 a corto plazo y de-induce5 a largo plazo por la carencia de N. 

Sin embargo, cuando hay una elevada concentración de N en el medio se 

reprime por el NO3
- o por sus productos de asimilación (Amarasinghe y col., 

1998; Filleur y Daniel-Vedele, 1999; Zhuo y col., 1999; Ono y col., 2000; 

Gansel y col., 2001; Okamoto y col., 2003). 

En la figura 2, se presenta un modelo propuesto por Glass y col. 

(2001) de como la absorción de NO3
- está regulada por el metabolismo 

nitrogenado.  

 

                                                 
4 De-reprime: Mecanismo de activación diferente del de inducción 
5 De-induce: Mecanismo de inhibición diferente del de represión  
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Figura 2. Modelo del proceso de retro-inhibición que regula el influjo del ión 
NO3

- y la transcripción del gen NRT2. 
Regulación negativa  (- - -). Inducció   (     ).   
El sistema HATS implicado en el transporte de NO3

- se reprime por le propio NO3
- y 

por el NH4
+. Por otra parte, el gen NRT2 se reprime por la glutamina producto de la 

asimilación de los iones NH4
+ y NO3

-. También se aprecia que el gen NRT2 está 
inducido por el NO3

-  
 

 

El LATS para el ión NO3
- se considera un sistema de transporte 

constitutivo al igual que la familia de genes NRT1 que lo codifica, salvo los 

genes AtNRT1.1 y BnNRT1.2 que parecen ser inducibles por NO3
- (Zhou y 

col., 1998; Wang y col., 1998). En A. thaliana, AtNRT1.1 codifica un 

transportador de afinidad dual que contribuye significativamente al sistema 

iHATS bajo ciertas condiciones nutricionales (Wang y col., 1998). La 

disponibilidad limitada de NO3
- desencadenaría la fosforilación del 

transportador NRT1.1, que permitiría el cambio de baja a alta afinidad. De 

este modo, se adaptarían las propiedades del transportador a los recursos 

disponibles en el ambiente radicular (Liu y Tsay, 2003). Por otra parte, los 

genes NRT1 son menos susceptibles a la inhibición por retro-inhibición, 
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mediada posiblemente por compuestos producidos en el proceso de 

asimilación del NO3
- (Filleur y Daniel-Vedele, 1999; Lejay y col., 1999).  

Por último, con objeto de desvelar si la regulación de la absorción 

del ión NO3
- se produce a nivel local o a larga distancia, se han realizado 

diversos experimentos de fraccionamiento radicular (split-root) (Lainé y col., 

1995; Tillard y col., 1998), observándose que la absorción del ión NO3
- está 

gobernada principalmente por una señal a larga distancia, que depende del 

estado nutricional en el que se encuentre la planta (Imsande y Touraine, 

1994, Cerezo y col., 2001a; Gansel y col., 2001; Forde, 2002b). 

 

1.2.2 Regulación de la absorción del ión NH4
+  

 
Respecto a la regulación de la absorción de NH4

+ por el estado 

carbonado, el influjo de NH4
+ y la expresión los genes AtAMT1.1, AtAMT1.2 

y AtAMT1.1 en Arabidopsis thaliana, muestra un patrón diurno con un 

máximo de absorción al final del periodo de luz y una fuerte reducción de la 

absorción al inicio del periodo de oscuridad (Gazzarrini y col., 1999). Sin 

embargo, sólo los niveles de transcripción del gen AtAMT1.3 se 

correlacionan mayoritariamente con el influjo del ión NH4
+. Estos resultados 

sugieren que la regulación del gen AtAMT1.3 puede ser un enlace entre la 

absorción de NH4
+ y la provisión de esqueletos carbonados en las raíces 

(Gazzarrini y col., 1999).  

La adición de sacarosa durante el periodo de oscuridad previene la 

reducción del influjo del ión NH4
+, evitando también la disminución de la 

expresión de los genes AtAMT1.1, AtAMT1.2 y AtAMT1.3, por lo que se 

sugiere que los fotoasimilados podrían regular el transporte del ión NH4
+ 

(Lejay y col., 2003). El hecho de que la inducción por la luz y por la 
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sacarosa estén fuertemente correlacionadas es indicativo de un mecanismo 

de regulación similar.  

Asimismo, el estado nitrogenado regula la absorción del ión NH4
+ de 

manera que el transporte del ión NH4
+ mediado por el HATS se reprime por 

el estado nutricional de la planta (Kronzucker y col., 1996; von Wirén y col., 

1997, 2000b, Gazzarrini y col., 1999; Min y col., 2000; Cerezo y col., 

2001b). Esta represión es debida supuestamente a un mecanismo de retro-

inhibición ejercido posiblemente, por el propio ión NH4
+ o por algún 

producto de su asimilación como es la Gln (Kronzucker y col., 1998; 

Gazzarrini y col., 1999; Rawat y col., 1999). La represión desaparece si se 

mantienen las plantas durante unos pocos días en condiciones de carencia de 

N (de-represión) (Kronzucker y col., 1996;  von Wirén y col., 1997, 2000b; 

Gazzarrini y col., 1999; Pal’ove-Balang y Mistrik, 2002; Loqué y von 

Wirén, 2004). Por otra parte, en arroz, el HATS parece estar regulado 

alostéricamente por la disponibilidad de N (Wang y col., 1993; Howitt y 

Udvardi, 2000).  

Existe una correlación paralela entre la expresión del gen AMT1 y el 

influjo de NH4
+. En Arabidopsis thaliana la carencia de N, incrementa el 

influjo del ión NH4
+ y los niveles de transcripción de los genes AtAMT1.1 y 

AtAMT1.3, mientras que la transcripción del gen AtAMT1.2 permanece 

prácticamente constante (Gazzarrini y col., 1999; Sohlenkamp y col., 2000). 

El mayor incremento en la transcripción del gen AtAMT1.1 respecto al resto 

de genes, sugiere que éste contribuye en mayor medida a incrementar la 

capacidad de la absorción de NH4
+ por las raíces. El transportador AMT1.1 

es el único de los tres transportadores que tiene una afinidad por el sustrato 

en el rango nM. En el resto de genes de la familia AMT en A. thaliana, la 

afinidad se encuentra en el rango de 1 a 100 µM. Estos resultados indican 

que la deficiencia en N estimula al transportador que tiene mayor afinidad 
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por el sustrato (Gazzarrini y col., 1999; Ludewig y col., 2002, 2003; 

Sholenkamp y col., 2002). Rawat y col. (1999) demostraron utilizando 

también A. thaliana que la Gln era la señal que regulaba negativamente la 

transcripción del gen AMT1.1. Esta hipótesis está también apoyada por 

estudios de la transcripción del gen LeAMT1.1en tomate, probable ortólogo 

del gen AtAMT1.1 (von Wirén y col., 2000b). Además, el propio ión NH4
+ 

podría reprimir a nivel postranscripcional su absorción, puesto que el influjo 

responde más rápidamente a la represión que los niveles de mRNA del gen 

AtAMT1.1  (Rawat y col., 1999). Recientemente, Yuan y col. (2007) 

sugieren que el estado nutricional de la planta regula a nivel 

postranscripcional el gen AtAMT1.1. 

A pesar de que para el gen LeAMT1.1 en tomate se encuentran 

resultados similares a A. thaliana esto no ocurre con la transcripción del gen 

LeAMT1.2, el cual se induce por la adición de NH4
+ y aún más por la adición 

de NO3
- (Lauter y col., 1996; von Wirén y col., 2000b; Wang y col., 2001). 

Esta respuesta diferente de los genes LeAMT1.1 y LeAMT1.2 podría indicar 

que se requieren transportadores de NH4
+ diferentes para detectar la 

demanda de N por la planta en función de la disponibilidad de este ión en el 

suelo. Resultados similares han sido encontrados en arroz para los genes 

OsAMT1.1 y OSAMT1.2 (Sonoda y col 2003a; Li y Shi, 2006). 

La figura 3 muestra un esquema sencillo en Arabidopsis thaliana de 

la regulación  de la expresión del gen AMT1 por retro-inhibición (Glass y 

col., 2001).  
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Figura 3. Modelo del proceso de retro-inhibición que regula el influjo del ión 
NH4

+ y la transcripción del gen AMT1. 
Regulación negativa  (- - -)   
El sistema HATS implicado en el transporte de NH4

+ se reprime por le propio NH4
+. 

Por otra parte, el gen  AMT1 se reprime  por la glutamina producto de la asimilación de 
los iones NH4

+ y NO3
-. 

 

A modo de resumen en la Tabla 1 se muestra como los 

transportadores de amonio (AMT), estudiados en diferentes especies 

vegetales, se localizan y se regulan de forma diferente, sugiriendo que las 

plantas han evolucionado creando nuevos mecanismos de adaptación de 

transporte de NH4
+ en función de sus necesidades.  
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Tabla 1. Regulación de los trasportadores de amonio (AMT) de Arabidopsis thaliana, 
Solanum lycopersicon, Oryza sativa, Brassica napus y Lotus japonicus  

Transportador 
Localización 

mRNA 

Regulación mRNA 

por N 

Regulación mRNA 

por luz o C 
Referenciaa 

AtAMT1;1 Raíz, hoja, tallo Represión Inducción 1, 2, 3, 4, 5 

AtAMT1;2 Raíz y hoja Represión Inducción 1,4,6 

AtAMT1;3 Raíz Represión Inducción 1,4 

AtAMT2;1 Raíz, hoja y tallo Represión  6 

LeAMT1;1 Raíz y hoja Represión  7,8 

LeAMT1;2 Raíz y hoja Represión  7,9,10 

LeAMT1;3 Hoja Inducción  7 

OsAMT1;1 Raíz y tallo Inducción/Represión Constitutivo 11,12,13 

OsAMT1;2 Raíz Inducción/Represión Constitutivo 11,12,13 

OsAMT1;3 Raíz Represión Inducción 11,13 

OsAMT2;1 Raíz y tallo Constitutivo  14 

OsAMT2;2 Raíz y tallo Inducción  15 

OsAMT3;1 Raíz y tallo   14 

BnAMT1;2 Hoja Constitutivo/Represión  16 

LjAMT1;1 Raíz, tallo y nódulos   17 

LjAMT2;1 Raíz, tallo y nódulos   18 

 a 1, Gazzarrini y col., 1999; 2, Rawat y col., 1999; 3, Gansel y col., 2001; 4, Lejay y col., 
2003; 5, Shelden y col., 2001; 6, Sohlenkamp y col., 2002; 7, von Wirén y col., 2000b; 8, 
Ludewig y col., 2002; 9, Ludewig y col., 2003; 10, Becker y col., 2002; 11, Sonoda y col., 
2003a; 12, Sonoda y col., 2003b; 13, Kumar y col., 2003; 14, Suenaga y col., 2003; 15, Li y 
Shi, 2006; 16, Pearson y col., 2002; 17,Salvemi y col., 2001; 18, Simon-Rosin y col., 2003.  
 

 

La regulación del LATS ha sido menos estudiada y existe 

controversia en este sentido, ya que unos autores proponen que está regulado 

por un mecanismo de retro-inhibición por metabolitos nitrogenados 

(Kronzucker y col., 1996). Estudios en cebada muestran que no hay cambios 

en la actividad del LATS en condiciones de carencia (Mäck y Tischner, 
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1994) y en arroz la actividad del LATS se induce al adicionar NH4
+ (Wang y 

col., 1993). 

A pesar de todos los estudios realizados, se conoce muy poco sobre 

los mecanismos específicos de regulación que están implicados en los 

transportadores de alta y baja afinidad para el ión NH4
+ (Howitt y Udvardi, 

2000; Gansel y col., 2001; Glass y col., 2002). Gansel y col. (2001) sugieren 

que la absorción del ión NH4
+ está preferentemente regulada a nivel local por 

el estado nitrogenado de la raíz ya que su asimilación tiene lugar 

principalmente en este órgano (Tobin y Yamaya, 2001).  

Estudios recientes de Engineer y Kranz, (2007) han mostrado en A. 

thaliana que el gen AtAMT1.1 podría actuar como sensor para la planta 

indicándole la carencia de N en el medio. Por otra parte, estos autores 

también han mostrado que la expresión del gen AtAMT1.1 es diferente en 

raíces u hojas en función de la concentración del N presente en el medio.  

Por último, algunos trabajos muestran que puede existir un efecto 

compensatorio entre los genes de la familia NRT. Concretamente, en A. 

thaliana se ha encontrado que la expresión del gen NRT1.1 participa en la 

expresión del gen NRT2.1 (Lejay y col., 1999; Zhuo y col., 1999; Cerezo y 

col., 2001a; Muños y col., 2004). En este sentido, Kaiser y col. (2002) 

muestran que también existe este efecto por parte de los genes AtAMT1.2 y 

AtAMT1.3 frente a la ausencia del gen AtAMT1.1. Cerezo y col. (2001a) 

sugieren que puede existir reciprocidad entre los genes de las familias AMT1 

y NRT2, ya que han puesto de manifiesto a nivel fisiológico que en plantas 

mutantes de los genes AtNRT2.1 y AtNRT2.2 se produce un incremento de la 

actividad del HATS y del LATS para el ión NH4
+.  
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1.3 Importancia del nitrógeno en plantas de cítricos 
 

Los iones NO3
- y NH4

+ son las dos formas principales de N 

inorgánico presentes en el suelo que son susceptibles de ser absorbidas por 

los cítricos. En suelos bien aireados, con un pH próximo a la neutralidad, la 

nitrificación se produce rápidamente en primavera y verano, cuando la 

temperatura del suelo es lo suficientemente alta. Por ello, en estas estaciones, 

la principal forma de nitrógeno absorbible del suelo en las plantaciones de 

cítricos es el NO3
-. Sin embargo, se produce también, un suplemento 

continuo de NH4
+ por la mineralización de la materia orgánica o por el 

aporte de fertilizantes amoniacales, de forma que las raíces de los cítricos 

pueden disponer de ambos tipos de iones. 

Los cítricos requieren elevadas cantidades de fertilizantes 

nitrogenados puesto que el N tiene una influencia mayor que otros nutrientes 

en su crecimiento (Smith, 1966). La cantidad total de N requerida por los 

cítricos depende de un gran número de factores, como edad, tamaño, vigor y 

producción, entre otros. Estudios de Legaz y Primo-Millo (1988a), han 

revelado que los cítricos necesitan absorber al año alrededor de 10-12 g de N 

por kilogramo de materia seca, lo que supone para un árbol adulto entre 600 

y 800 g de N. Sin embargo, la absorción de estas cantidades por los cítricos 

no se realiza de modo constante a lo largo del año, sino que es mínima 

durante el invierno, aumenta en primavera y es máxima durante el periodo 

de cuajado del fruto, inmediatamente después de la caída de pétalos. 

Posteriormente, disminuye de forma progresiva durante el verano y otoño. 

Por otro lado, cuando la absorción de nutrientes se ve disminuida por efecto 

de una menor disponibilidad en el suelo, o a causa de bajas temperaturas o 

porque los requerimientos son menores, dentro de la planta se produce 

translocación de los nutrientes móviles. En las primeras etapas 
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reproductivas, la mayor parte del N que reciben los órganos reproductivos 

proviene de hojas viejas y raíces (N de reserva), debido a la baja absorción 

de N durante el invierno y principios de la primavera, durante la primavera 

comienza la etapa de mayor absorción de N (Legaz y col., 1995).  

En los cítricos, la carencia de nitrógeno, produce una coloración 

amarillenta de las hojas, poco vigor y brotaciones cortas. Las hojas crecen 

más pequeñas, de color amarillo acusado en los nervios y con tendencia a 

caer prematuramente del árbol. La floración se produce de forma intensa, sin 

embargo, el cuajado se reduce notablemente. Los frutos son de tamaño 

menor, con piel fina, buen jugo y con tendencia a adelantarse en la 

maduración. Por otra parte, un exceso de nitrógeno, produce un gran 

desarrollo del árbol, con hojas grandes y tiernas de color verde oscuro, 

resultando ser más sensibles al ataque de  plagas y enfermedades. Los frutos 

son de mala calidad con piel gruesa y rugosa, tienen poco contenido en zumo 

y dan sensación de aspereza, además se retrasa el viraje del color en la 

maduración (Legaz y Primo-Millo, 1988a).  

También en plantas de cítricos, la repuesta a la fertilización 

nitrogenada está influenciada por el método de riego utilizado, la frecuencia 

y el tiempo de aplicación del N, así como de los procesos que tienen lugar en 

el suelo como la nitrificación, desnitrificación, inmovilización, volatilización 

y lixiviado (Mansell y col., 1986; Feingenbaum y col., 1987; Mooney y 

Richardson, 1994) y por ello es interesante conocer estos procesos para una 

mejor aplicación de los fertilizantes. El uso de fertilizantes enriquecidos con 
15N ha permitido ampliar el conocimiento sobre sí el destino del fertilizante 

aplicado es el agua, el suelo o la planta (Legaz y Primo-Millo, 1988b; 

Martínez y col., 2002; Quiñones y col., 2005). 
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1.3.1 Absorción del ión NO3
- y su regulación  

 
En cítricos, los estudios energéticos han revelado que tanto el HATS 

como el LATS para el ión NO3
-, al menos a concentraciones moderadas de 

NO3
-, requieren que la planta utilice energía para poder llevar a cabo el 

proceso de captación de los iones desde el suelo. Esta energía es utilizada 

para acidificar el medio que rodea a la raíz por bombeo activo de H+ desde el 

interior de las células radiculares. El gradiente de H+ generado por la 

actividad de la H+-ATPasa del plasmalema es utilizado para introducir en las 

células radiculares los iones NO3
- (Cerezo y col., 2000; Cerezo 2001 y 

Cerezo y col., 2007) 

A nivel cinético las especies de Citrus tienen, en común con otras 

muchas especies vegetales, sistemas diferentes para la absorción de NO3
- 

dependiendo de la concentración de este ión en el suelo (Cerezo, 2001; 

Cerezo y col. 1997, 2000 y 2007). Los cítricos poseen un HATS, que actúa 

cuando la concentración de NO3
- en el suelo de cultivo es baja. Este sistema 

sigue una cinética de Michaelis-Menten y tienen un umbral de saturación de 

0.5 a 0.8 mM, siendo éste constitutivo (cHATS). Sin embargo, también se ha 

encontrado un sistema de transporte de alta afinidad inducible (iHATS) 

presentando características cinéticas similares al cHATS, excepto en que 

posee una mayor capacidad de absorción (Cerezo y col., 2007). Asimismo, 

se ha encontrado un LATS para el ión NO3
- que por contraposición al HATS 

necesita cantidades mayores de este ión en el suelo para ser operativo, pero 

que tiene una mayor capacidad de absorción, lo que permite a las plantas de 

cítricos cubrir sus necesidades nutricionales. Este sistema posee una cinética 

lineal y no presenta saturación al menos hasta una concentración externa de 

NO3
- de 50 mM (Cerezo y col., 1997).   
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En cítricos, los estudios sobre la caracterización de la absorción 

NO3
-, han mostrado que el HATS, a bajas concentraciones de NO3

- en el 

medio, es activado por el ión NO3
- en la fase inicial e inhibido a más largo 

plazo, probablemente por el propio ión NO3
- o por alguno de sus asimilados. 

En lo concerniente al LATS, esté se reprime cuando las plantas han estado 

un corto periodo de tiempo sometidas a altas concentraciones de sales 

nitrogenadas (3 ó 10 mM). Asimismo, los propios metabolitos nitrogenados 

de la planta como son los aminoácidos, podrían constituir una señal que 

informará a la parte radicular de las plantas de cítricos, que la parte aérea se 

encuentra en un buen estado nitrogenado y que no necesita absorber más 

nitrógeno (Cerezo y col., 2000). 

 

1.3.2 Absorción del ión NH4
+ y su regulación  

 
En cítricos, el HATS del ión NH4

+ es dependiente de la energía 

generada por la H+-ATPasa del plasmalema. Sin embargo, para el LATS, 

parece que la actividad de la H+-ATPasa no es estrictamente requerida, 

sugiriendo que su actividad es llevada a cabo principalmente por un 

gradiente transmembrana NH4
+/NH3 (Cerezo y col., 2001b). Estos autores, 

observaron que el HATS se inhibía a pH alcalino mientras que el influjo 

mediado por el LATS se estimulaba fuertemente a este pH, lo que indica que 

el NH4
+ puede introducirse en la célula a través del sistema HATS, mientras 

que a través del sistema LATS, entraría el NH3 a favor de gradiente. 

Respecto a la cinética del transporte del ión NH4
+, son muy pocos 

los estudios realizados en especies leñosas. Concretamente, en cítricos, 

Cerezo y col. (2001b) demostraron que éstos también presentan para la 

absorción del ión NH4
+ un modelo bifásico, un HATS, que actúa cuando la 

concentración de NH4
+ en el terreno de cultivo es baja, que sigue una cinética 

 28



                                                                                            Introducción 

de Michaelis-Menten con un umbral de saturación de 0.5 a 0.8 mM. 

También se ha encontrado un LATS para el ión NH4
+, que por 

contraposición al HATS necesita cantidades mayores de este ión en el suelo 

para ser operativo, pero que tiene una mayor capacidad de absorción lo que 

permite a las plantas de cítricos cubrir sus necesidades nutricionales. Este 

sistema posee una cinética lineal y no presenta saturación al menos hasta una 

concentración externa de NH4
+ de 50 mM. Los parámetros cinéticos para el 

ión NH4
+

 se ven afectados por el estado nutricional de la planta, 

concretamente el HATS se induce por carencia de N, mientras que el LATS 

se reprime. Sin embargo cuando se reestablece el estado nitrogenado, el 

HATS permanece constante mientras que el LATS se activa, lo que parece 

indicar que el LATS para el NH4
+ o al menos uno de sus componentes es 

inducible por el propio NH4
+. 

 

1.4 Justificación del trabajo 

 
Según todo lo expuesto anteriormente, la mayor parte de los estudios 

realizados hasta el momento en cítricos se han centrado principalmente en el 

papel que desempeña el NO3
- en el crecimiento de las plantas. Sin embargo 

la importancia del NH4
+ como una fuente de N para la planta no puede 

desestimarse por varias razones:  

Primero, porque la disponibilidad de NH4
+ en los suelos suele ser 

más constante en función del tiempo y del espacio que el NO3
-, ya que el 

NO3
- se lixivia rápidamente por la lluvia y a menudo es indetectable en el 

suelo (Glass y Siddqi, 1995; Stark y Hart, 1997; Loqué y von Wirén, 2004).  

Segundo, la planta utiliza de una forma más eficiente el NH4
+. Se 

suele absorber en una proporción mayor que de NO3
- cuando ambos iones 

están presentes a concentraciones similares en el medio externo y su 
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asimilación requiere un menor aporte de energía por parte de la planta 

comparada con la que necesita para asimilar NO3
- (Bloom y col., 1992; 

Marschner, 1995; Gazzarrini y col., 1999).  

Tercero, el NH4
+ inhibe la absorción de NO3

- (Lee y Drew, 1989; 

Aslam y col. 1996, 2001). Debido a esto, en suelos agrícolas cuando ambos 

iones, NO3
- y NH4

+ están presentes, la absorción de NH4
+ podría estar 

favorecida debido a la represión de los sistemas de absorción de NO3
- 

(Fernández y Cárdenas, 1989; Aslam y col. 1996, 2001; Glass, 2003).  

Cuarto, la combinación de ambos iones, NO3
- y NH4

+ normalmente, 

produce un mayor crecimiento de la planta que si únicamente se suministra 

una de las dos fuentes de N (Edwards y Horton, 1982; Hartman y col., 

1986), indicativo de que la contribución del NH4
+ tiene un efecto positivo en 

la nutrición de la planta.  

Finalmente, está bien documentado que el NH4
+ es la fuente de N 

preferida por algunas especies vegetales. En lo que respecta a las especies 

leñosas, son muy escasos los estudios llevados a cabo sobre la regulación del 

influjo del ión NH4
+ a nivel fisiológico, pero principalmente a nivel 

molecular. Por ello, tiene una particular relevancia investigar como se 

regulan los mecanismos de absorción del ión NH4
+ tanto a nivel fisiológico 

como molecular en plantas de cítricos. Además, el estudio de estos 

mecanismos en cítricos puede ayudar a reducir la aplicación de fertilizantes 

nitrogenados con una doble repercusión: económica y medioambiental.  
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 

 

Debido a la importancia del ión NH4
+ como fuente de N para las 

plantas y a la falta de información que existe en plantas de cítricos de cómo 

se regula el influjo del ión NH4
+ y qué genes están implicados en dicha 

regulación en función de la modificación del metabolismo del C y del N, el 

objetivo principal de este trabajo es: 

Estudiar como afecta la modificación del metabolismo del C y 

del N sobre los sistemas de transporte del ión NH4
+ a nivel fisiológico y 

molecular en plantas de cítricos. 

 

Para llevar a cabo a este objetivo se realizan los siguientes objetivos 

específicos y se sigue el siguiente plan de trabajo: 

 

1. Identificar y caracterizar el gen AMT1 implicado en el 

transporte del ión NH4
+  en plantas de cítricos.   

Para ello, se comparan las secuencias conocidas del gen AMT1 en 

otras especies vegetales y se diseñan cebadores específicos en zonas de 

elevada homología. Posteriormente, se obtiene la secuencia completa del 

cDNA y se diseña nuevos cebadores para determinar, mediante PCR en 
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Tiempo Real, su nivel de expresión en los diferentes experimentos 

planteados. 

2. Estudiar como afecta la modificación del metabolismo del 

carbono sobre la regulación de los sistemas de transporte del ión NH4
+  y 

la expresión del gen AMT1.  

Para comprobar si el influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen 

AMT1 están reguladas por la fotosíntesis o por el ritmo circadiano, se estudia 

la variación del ciclo día/noche, se elimina el periodo de oscuridad, se 

reduce la intensidad luminosa y se ve como afectan los azúcares y los ácidos 

carboxílicos a estos procesos. 

3. Estudiar a nivel fisiológico y molecular cuál es la molécula 

señal que une el metabolismo del C y del N. 

Para llevar a cabo este objetivo en las plantas tratadas con azúcares y 

ácidos carboxílicos, se comprueba cuál de estos compuestos afecta 

específicamente a los sistemas de transporte del ión NH4
+ y a la expresión 

del gen AMT1. 

4. Estudiar como afecta la modificación del metabolismo del 

nitrógeno sobre la regulación de los sistemas de transporte del ión NH4
+ 

y la expresión del gen AMT1.  

Para estimar la preferencia por la fuente de N se mide el influjo del 

ión NH4
+ en la solución de absorción añadiendo diferentes proporciones de 

NH4
+ y NO3

-. Además, se estudia si el influjo del ión NH4
+ y la expresión del 

gen AMT1 están regulados por el N, para ello se aplican diferentes fuentes de 

N, se modifica su concentración y se someten las plantas a condiciones 

limitantes de N. 

5. Determinar los parámetros cinéticos del influjo del ión NH4
+ 

para estudiar si los mecanismos del transporte del ión NH4
+ están 

regulados a nivel transcripcional y/o  postranscripcional . 
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Para desarrollar este objetivo,  se estudia si se modifican los 

parámetros cinéticos del influjo del ión NH4
+, al variar el metabolismo del C 

y del N. Para ello, se modifican las condiciones de intensidad de luz y en 

condiciones limitantes de N. 

6. Identificar y caracterizar el gen NRT2 implicado en el 

transporte del ión NO3
-  en plantas de cítricos.   

Este objetivo se lleva a cabo para ver si existe un efecto recíproco 

entre la expresión de los genes NRT2 y AMT1 en función de la fuente de N. 

Para ello, se secuencia el cDNA del gen NRT2 tal y como se ha descrito para 

el AMT1 y se estudia su expresión en plantas tratadas con NH4
+ y NO3

- a 

diferentes concentraciones.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

3.1 Material vegetal 

 

Las plantas utilizadas en los experimentos procedían de semillas de 

citrange Troyer (híbrido de Citrus sinensis L. Osbeck x Poncirus trifoliata 

Raf) germinadas en vermiculita en cámara de cultivo. La temperatura se 

mantuvo entre  25 – 27 ºC durante el día y 18 – 20 ºC durante la noche, con 

una humedad relativa entre 60-65 %, un fotoperiodo de 16 horas de luz y una 

intensidad luminosa de 200 µmol m-2 s-1. Las semillas se regaron dos veces 

por semana con agua. Transcurridas seis semanas las plantas se regaron con 

solución de crecimiento, que consiste en la solución nutritiva de Hoagland, 

modificada por Legaz (1993), carente de nitrógeno, complementada con 1 

mM de NH4NO3 y adicionada de 1.5 mM de K2SO4 y 3 mM CaSO4 para 

compensar la ausencia de 3 mM KNO3  y 3 mM Ca(NO3)2 en la solución 

(Tabla 2). La solución nutritiva se ajustaba a pH 5.8-6.2 con KOH 1 M.  

 Las plantas de 3 meses de edad, con características similares de 

altura, peso y estado de brotación se mantenían en cultivo hidropónico 

durante 7 días en la solución nutritiva de crecimiento para su adaptación a la 

hidroponía hasta el inicio de los experimentos. Las soluciones hidropónicas 
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se airearon vigorosamente con el burbujeo proporcionado por bombas de 

aire y se renovaron cada dos días. 

 

 
Imagen 1. Plantas de cítricos crecidas en cámara de cultivo. 
 

 

 
 

Imagen 2. Plantas de cítricos en hidroponía con solución de crecimiento. 
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Tabla 2. Solución nutritiva de Hoagland (1950) modificada por Legaz (1993) 

 Solución de crecimiento 

Macronutrientes Concentración (g/L) 

KNO3 0.4 

Ca(NO3)2 0.82 

MgSO4 0.4 

H3PO4 0.07 

Micronutrientes Concentración (mg/L) 

MnSO4 9.15 

H3BO3 2.86 

ZnSO4 2.2 

MoO3 0.09 

CuSO4 0.11 

Fe-EDTA 67.0 

 

 

3.2 Medida del influjo de  15N 

 

Para medir el influjo de los iones 15NH4
+ y 15NO3

- en los diferentes 

experimentos, se tomaron 6 plantas procedentes del cultivo hidropónico en el 

que permanecían. Las plantas se transfirieron a una solución 0.1 mM de 

CaSO4 durante 1 min para lavar el exceso de solución nutritiva en las raíces. 

A continuación se pasaron a la solución de influjo que contenía 15NH4
+ o 

15NO3
- (98 % átomos 15N en exceso) a diferentes concentraciones, según el 

ensayo, durante 5 min y finalmente, a una solución 0.1 mM de CaSO4 

durante 1 min para eliminar el exceso de 15N de las raíces (Gazzarrini y col., 

1999). La solución de influjo o de marcaje está compuesta por la solución 

nutritiva de Hoagland modificada, carente de N, y adicionada de 
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(15NH4)2SO4 o K15NO3 a diferentes [15NH4
+]0 o [15NO3

-]0 (concentración 

externa del ión 15NH4
+ o 15NO3

- en la solución de influjo) según corresponda. 

    

         (CaSO4)          (Solución marcaje 15N)      (CaSO4) 

 

Imagen 3. Procedimiento experimental de medida del influjo del 15N. 
Las plantas de cítricos permanecen 1 min en la solución de CaSO4, 5 min en la 
solución de marcaje con 15N y por último 1 min en la solución de lavado de CaSO4. 

 

Normalmente, y si no lo requería el ensayo, las medidas de influjo se 

realizaron 8 horas después del inicio del periodo de luz. 

Después del periodo de marcaje, las raíces se separaron del tallo, y 

se secaron en estufa, a  65 ºC durante 48 h, se molieron, se pesaron y el 

contenido en 15N en las raíces se determinó mediante espectrometría de 

masas (Clarkson y col., 1996), utilizando un espectrómetro de masas de flujo 

continuo, acoplado a un autoanalizador elemental C/N como se indica en el 

apartado 3.7.1.  

Basándonos en estudios previos (Cerezo y col., 2000; 2001b), para 

determinar el influjo del ión NH4
+ o del ión NO3

- mediado por el HATS el 

influjo se midió a [15NH4
+]0 o [15NO3

-]0 de 0.2 mM y para determinar el 

influjo del ión NH4
+ mediado por el HATS+LATS el influjo se midió a 5 

mM de [15NH4
+]0 o [15NO3

-]0. Los valores del LATS se obtienen restando los 

valores correspondientes del HATS al HATS+LATS. 

Los valores del influjo de los iones 15NH4
+ ó 15NO3

- se expresaron en 

µmol de 15NH4
+ (g PS de raíz)-1h-1 o µmol de 15NO3

- (g PS de raíz)-1h-1.  

42 



                                                                                Material  y Métodos 
 

3.3 Determinación de los parámetros cinéticos del influjo del ión 
15NH4

+ 

 

Para determinar los parámetros cinéticos de la absorción del ión 
15NH4

+ en diferentes condiciones, se determinó el influjo del ión 15NH4
+ 

como se ha descrito en el apartado 3.2. En este caso, las concentraciones de 

[15NH4
+]0 en las soluciones de influjo fueron de 0.02 a 30 mM.  

Las representaciones gráficas de los dobles inversos de los influjos 

versus las [15NH4
+]0, se sometieron a un análisis de regresión lineal. Las 

constantes cinéticas de Michaelis-Menten (Km y Vmáx) se calcularon a partir 

de estas ecuaciones de regresión en un intervalo de concentración entre 0.02 

mM a 1 mM (Segel 1975). A concentraciones [15NH4
+]0 superiores de 1 mM, 

el influjo del ión 15NH4
+ se debe a la participación de dos sistemas de 

transporte diferentes (HATS y LATS) (Cerezo y col., 2001b). Por ello, para 

estimar el influjo debido únicamente al sistema LATS se calcula la 

diferencia entre el influjo medido a una [15NH4
+]0 > 1 mM y la Vmáx calculada 

para el sistema HATS. 

 

3.4 Identificación y caracterización de los cDNAs de los genes 

AMT1 y NRT2 en plantas de cítricos 

 

3.4.1 Diseño de cebadores 

 

Para obtener un fragmento de un nuevo miembro de la familia de los 

genes AMT así como otro de la familia de los genes NRT en cítricos, se 

diseñaron los cebadores adecuados, a partir de zonas de nucleótidos 

conservadas de elevada homología en otras especies vegetales. En primer 
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lugar, se alinearon las secuencias de los genes AMT1 y NRT2 de otras 

especies vegetales depositadas en la base de datos de secuencias GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) utilizando el programa informático 

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) (Thompson y col., 1994). 

Concretamente, se alinearon para el gen AMT las secuencias de Oryza sativa 

(OsAMT1, AF001505), Solanum lycopersicon (LeAMT1, X92854)  y 

Arabidopsis  thaliana (AtAMT1, X75879) y para el gen NRT2 se alinearon 

las secuencias de Lotus japonicus (AJ292342), de Brassica napus 

(AJ293028) y de Solanum lycopersicon (AF092655). Se seleccionaron las 

zonas de mayor homología y se diseñaron los cebadores AMT-F1 y AMT-R1  

y NRT-F1 y NRT-R1 (Tabla 3) utilizando el programa informático Primer3 

(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/) (Rozen  y col., 2000). Los cebadores 

utilizados en este trabajo son suministrados por la empresa Biotest 

Diagnósticos S.L., Valencia. Posteriormente, se comparó su homología con 

las secuencias de los genes conocidos en otras especies vegetales mediante 

los programas informáticos FASTA http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ (Pearson 

y col., 1988) y BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ (Altschul y col., 

1997). 

 

3.4.2 Obtención de un fragmento de ambos genes 

 

Una vez diseñados los cebadores se realizó una PCR para obtener un 

fragmento de los genes CitAMT1 y CitNRT2. Para ello, se extrajo DNA 

genómico de hoja como se indica en el apartado 3.8.1., siguiendo el 

protocolo del kit comercial REDExtract-N-AmpTM Plant PCR (Sigma, XNA-

P, Sigma-Aldrich S.A., Madrid). El medio de reacción en un volumen final 

de 20 µl contiene: 10 µl de la solución REDExtract, 2.7 µl de cada uno de 

los cebadores AMT-F1 y AMT-R1 o NRT-F1 y NRT-R1 a una concentración 
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de 3 µM cada uno, 0.6 µl de agua desionizada y por último 4 µl de DNA 

genómico de hoja.  

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: una 

desnaturalización inicial a 94 ºC durante 3 min; 35 ciclos que constaban de 

desnaturalización a 94 ºC durante 1 min, hibridación a 55 ºC durante 1 min, 

y extensión a 72 ºC durante 2 min, seguida de una extensión final de 72 ºC 

durante 10 min. 

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en gel 

de agarosa (1.2 %) a voltaje constante (90 V) utilizando el tampón TAE (1X) 

(Tris-Acetato 40 mM, pH = 8.5, EDTA 2 mM) (Sambrook y col., 1989). Una 

vez comprobado que se obtiene una única banda específica para cada 

producto de PCR se procede a su purificación utilizando el kit comercial 

NucleoTrap Gel Extract (Clontech, Palo Alto, CA, USA) y posteriormente, 

ambos fragmentos se secuenciaron por la empresa Sistemas Genómicos S.A 

(Valencia, España).  

 

3.4.3 Determinación de la secuencia completa del cDNA de ambos 

genes 
 

Para obtener las secuencia completas de los cDNAs, una vez 

obtenido el fragmento del gen CitAMT1 de 576 pb y del CitNRT2 de 314 pb, 

se amplificaron los extremos 3’ y 5’mediante la técnica RACE,6 utilizando el 

kit comercial SMARTTM RACE cDNA Amplification kit (Clontech, Palo 

Alto, CA, USA). 

La técnica consiste en obtener una librería de cDNAs, en los que se 

ha introducido unos adaptadores de secuencia conocida en sus dos extremos. 

Estos adaptadores nos permiten amplificar desde el fragmento de cDNA 
                                                 
6 RACE del inglés Rapid Amplification of cDNA Ends 
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conocido por nosotros hasta ambos extremos del gen mediante PCR, 

utilizando un cebador de la secuencia conocida y un cebador del adaptador 

de la librería. La amplificación se realiza mediante PCR touchdown. Este 

tipo de PCR aumenta la especificidad debido a que empieza con unas 

condiciones muy restrictivas que van disminuyendo escalonadamente.  
 

Tabla 3. Cebadores utilizados para amplificar los fragmentos de los genes CitAMT1 y CitNRT2 y llevar a 
cabo las técnicas de PCR en Tiempo Real y RACE  

Nombre Secuencia 5’-3’ 

AMT-F1 CCATGCAGCTCGGTTTCGCTAT 

AMT-R1 AATCCATACCATCCAAACCA 

NRT-F1 CTCGCGACGTTTGTGTCGTG 

NRT-R1 AGATCCATGTCCTGTAGTTTGTTAC 

AMT-F2 CCCACCTCCAACTTCGACTA 

AMT-R2 CAGAACCAATGGGAGACGAC 

NRT-F2 ATGTGGTGCAACTCCATTCA 

NRT-R2 ACCACAGCACCTTGGAGAAC 

18S-F GAACAACTGCGAAAGCATTTGC 

18S-R CCTGGTAAGTTTCCCCGTGTTG 

AMT-F3 GTCCGATTCTTGGACCTTCGATGTAC 

AMT-R3 CCTCAAGTCCTTCCCCACCTCCAACTT 

NRT-F3 ATGTGGTGCAACTCCATTCACCGCC 

NRT-R3 ACCACAGCACCTTGGAGAACTTATC 

SMART IITM AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 

5’- CDS (T)25VN 

3’- CDS AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30VN 

UPM (Universal 
Primer Mix) 

 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

CTAATACGACTCACTATAGGGC 

(N=A,C,G o T; V=A,G o C) 
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Los cebadores específicos AMT-R3 y AMT-F3 y NRT-R3 y NRT-F3 

necesarios (Tabla 3), se diseñaron siguiendo los consejos indicados en el kit, 

de manera que tuvieran 25 pb como mínimo, una temperatura de fusión igual 

o mayor de 65 ºC y un % de GC entre 50 y 70 %.  

En primer lugar, se extrajo el RNA total como se indica en el 

apartado 3.8.2 a partir de raíces de cítricos mantenidas durante 3 días bajo 

condiciones de carencia de N.  

Posteriormente, se procedió a la síntesis del cDNA. Para ello, se 

obtuvieron dos librerías diferentes de cDNAs, una para aislar el extremo 5’ y 

otra para aislar el extremo 3’ de cada gen. 

Todos los reactivos utilizados son suministrados en el kit comercial, 

excepto el RNA total y los cebadores específicos utilizados (AMT-R3 y 

AMT-F3 o NRT-R3 y NRT-F3). 

En tubos eppendorf de 0.5 ml se añadieron, para la síntesis de 

cDNAs 5’, los siguientes reactivos en un volumen final de 10 µl: 3 µl RNA 

(1 µg RNA total), 1 µl 5’- CDS (12 µM) y 1 µl SMART IITM (12 µM) (Tabla 

3) y para la síntesis de cDNAs 3’: 4 µl RNA (1 µg RNA total) y 1 µl 3’-CDS 

(12 µM) (Tabla 3). 

Ambas reacciones se mezclaron con pipeta y se incubaron a 70 ºC 

durante 2 minutos en un termociclador (Mastercycler eppendorf, Alemania). 

Posteriormente, los dos tubos se colocaron en hielo durante 2 minutos y se 

les añadió a cada uno 2 µl de tampón 5X First-Strand, 1 µl de DTT (20 

mM), 1 µl de la mezcla de dNTPs (10 mM) y 1 µl de la retrotranscriptasa 

PowerScriptTM. La mezcla se incubó a 42 ºC durante 1.5 horas en el 

termociclador. Por último, las librerías de cDNAs obtenidas se diluyeron 

añadiendo 20 µl del tampón Tricina-EDTA [Tricina-KOH 10mM (pH = 8.5) 

y EDTA 1 mM].  
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Una vez obtenidas las librerías de cDNA se procedió a la 

amplificación de ambos extremos 5’ y 3’ mediante PCR. El medio de 

reacción en un volumen final de 50 µl contiene: 34.5 µl de H2O para PCR, 5 

µl del tampón 10X Advantage 2 PCR, 1 µl de la mezcla de dNTPs (10 mM) 

y 1 µl de 50X Advantage 2 Polimerase Mix. La mezcla se homogeneizó 

mediante vortex, con cuidado de no producir burbujas y posteriormente se le 

aplicó un pulso de centrífuga en la microcentrifuga (Digiten 20-R, Orto 

Alresa, España).  

Para amplificar el extremo 5’, al medio de reacción, se le añadió 2.5 

µl del cDNA 5’RACE, 5 µl del cebador UPM (10X) y 1 µl del cebador 

AMT-R3 (10 µM) o 1 µl del cebador NRT-R3 (10 µM) para el cDNA del 

CitAMT1 o del CitNRT2, respectivamente. 

Para amplificar el extremo 3’, al medio de reacción, se añadió le 2.5 

µl del cDNA 3’RACE, 5 µl del cebador UPM (10X) y 1 µl del cebador 

AMT-F3 (10 µM) o 1 µl del cebador NRT-F3 (10 µM) para el cDNA del 

CitAMT1 o del CitNRT2, respectivamente. 

Las condiciones de PCR para obtener el cDNA del CitAMT1 fueron 

las siguientes: 5 ciclos de 94 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 3 min; 5 ciclos 

de 94 ºC durante 30 s, 70 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 3 min y por último, 

30 ciclos de 94 ºC durante 30 s, 65 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 3 min. 

Las condiciones de PCR para obtener el cDNA del CitNRT2 fueron: 

5 ciclos de 94 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 3 min; 5 ciclos de 94 ºC 

durante 30 s, 70 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 3 min y por último, 30 

ciclos de 94 ºC durante 30 s, 60 ºC durante 30 s y 72 ºC durante 3 min. 

Una vez amplificados los fragmentos, se separaron por electroforesis 

en gel de agarosa de bajo punto de fusión (1%) en tampón TAE (1X) a un 

voltaje constante de 90 V. Una vez comprobado para cada gen que se 

obtenía una única banda específica para cada amplificado (5’ y 3’) se 
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procedió a la purificación de ambas bandas a partir del gel de agarosa 

utilizando el kit comercial NucleoTrap Gel Extract (Clontech, Palo Alto, 

CA, USA). Los fragmentos de cDNA obtenidos se secuenciaron por la 

empresa Sistemas Genómicos S.A (Valencia, España).  

Para ambos genes CitAMT1 y CitNRT2 se obtuvieron dos 

fragmentos, uno del extremo 5’ y otro del extremo 3’ y uniendo ambos 

fragmentos se obtuvo la secuencia completa de su cDNA. 

Ambas secuencias se introdujeron en el Genbank y se les asignó los 

siguientes códigos de acceso DQ887678 y EF579917 para CitAMT1 y 

CitNRT2,  respectivamente. 

 

3.4.4 Localización de la expresión del gen CitAMT1 en diferentes 

órganos de las plantas de cítricos 

 

Para determinar en que órganos de las plantas de cítricos se expresa 

el gen CitAMT1 y si su expresión varia en condiciones de carencia de N, las 

plantas crecidas como se indica en el material vegetal se separaron en 2 

grupos. Un grupo se mantuvo en solución de Hoagland modificada (control) 

y el otro grupo se mantuvo durante 3 días en solución nutritiva de Hoagland 

carente de N.  

Después de tres días se separaron en diferentes fracciones: hojas, 

tallos, raíz primaria y raíz secundaria de cada planta y se congelaron en 

nitrógeno líquido, conservándose las muestras a –80 ºC para los posteriores 

estudios de expresión génica. En este experimento, se extrajo el RNA total 

como se indica en el apartado 3.8.2 de hoja, tallo y raíz y se determinó la 

expresión del gen CitAMT1 en todos los tejidos como se indica en los 

apartados 3.8.3 y 3.8.4.  
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3.4.5 Análisis informático de las secuencias de cDNA y proteínas 

en los bancos de datos 

 

 Existen numerosas bases de datos disponibles en la red informática 

que permiten realizar estudios  comparativos y predicciones acerca de una 

gran variedad de aspectos importantes para el estudio de secuencias de 

cDNA y proteínas no caracterizadas. 

 A continuación se detallan las bases de datos y los servidores 

automáticos disponibles en la red, que se han utilizado en el análisis de las 

secuencias de cDNA de CitAMT1 y CitNRT2 así como de las secuencias de 

sus proteínas derivadas. 

Bases de datos 

Secuencias de cDNA y de proteínas derivadas 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ ) 

EMBL, Nucleotide Sequence Database (http://www.ebi.ac.uk/embl/ ) 

Servidores 

ProtParam tool (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html ) 

Características de la proteína como composición de aminoácidos, masa 

molecular, etc... 

PredictProtein  (http://www.predictprotein.org/ ) 

Alineamiento de secuencias (identificación de proteínas homólogas), 

localización de las hélices transmembrana, hidrofobicidad, etc... 
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3.5 Efecto de la modificación del metabolismo del C sobre la 

regulación del influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 

 

Para llevar a cabo los experimentos que se detallan a continuación, 

se utilizaron plantas de citrange Troyer crecidas de la forma habitual descrita 

en el apartado 3.1. Se aplicaron diferentes tratamientos de luz y se 

adicionaron azúcares o ácidos carboxílicos a la solución de crecimiento al 

inicio del periodo de oscuridad, del modo que se describe a continuación en 

los puntos 3.5.1; 3.5.2; 3.5.3 y 3.5.4.  

El influjo del ión NH4
+ se midió como se indica en el apartado 3.2 a 

una [NH4
+]0 de 0.2 mM y 5 mM, y en los casos en los que se determinaron 

los parámetros cinéticos, el intervalo de [NH4
+]0 fue de 0.02 mM a 30 mM. 

Una vez finalizados estos experimentos, el material vegetal se 

procesó y se midió el influjo de 15NH4
+  por espectrometría de masas como se 

indica en el apartado 3.2. También se almacenaron raíces a –80 ºC para los 

posteriores análisis de expresión del gen CitAMT1, como se indica en el 

apartado 3.8.4 y otras se liofilizaron para la posterior determinación de 

azúcares solubles en la raíz como se indica en el apartado 3.7.2.  

 

3.5.1 Efecto del ciclo día/noche  

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. El influjo del ión 15NH4
+ para el 

HATS y el LATS se determinó cada dos horas durante un día completo con 

un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad como se indica en el 

apartado 3.2. En las mismas condiciones se midió la tasa fotosintética como 

se indica en el apartado 3.7.3.  
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Paralelamente, se realizó un experimento en el que las plantas de 

cítricos se mantuvieron en las mismas condiciones pero con un fotoperiodo 

de 14 horas de luz y 10 de oscuridad durante su crecimiento. Las medidas de 

influjo del ión NH4
+ también se realizaron cada dos horas durante un día 

completo. 

 

3.5.2 Efecto de la luz continua  

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. El día del experimento, al 

finalizar el periodo de luz (16 h) se siguieron manteniendo las plantas con 

luz, eliminándose el periodo de oscuridad. Al final del experimento las 

plantas habían permanecido un total de 24 horas con luz. El influjo del ión 
15NH4

+ también se midió cada dos horas durante el día completo.  

Paralelamente, se realizó un experimento en el que las plantas de 

cítricos se mantuvieron durante 3 días bajo condiciones de luz continua. El 

influjo del ión 15NH4
+ se midió cada dos horas al tercer día. 

 

3.5.4 Efecto de la intensidad de luz  

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1. Cinco días antes del experimento, las plantas se separaron en 

tres grupos diferentes. Un grupo de plantas se mantuvo bajo las condiciones 

normales de intensidad luminosa (200 µmol m-2 s-1) y los otros 2 grupos de 

plantas se cubrieron con mallas, de manera que la intensidad luminosa 

disminuyó a 120 µmol m-2 s-1 s y 10 µmol m-2 s-1, respectivamente.  

El influjo del ión 15NH4
+ se midió en las condiciones de intensidad 

luminosa correspondientes. 
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En este apartado, también se estudió el efecto de la intensidad de luz  

sobre los parámetros cinéticos del influjo del ión NH4
+ como se indica en el 

apartado 3.3. Para ello, las plantas de cítricos se mantuvieron bajo las 

diferentes condiciones de intensidad de luz (200, 120 o 10 µmol m-2 s-1) 

durante tres días. El influjo del ión NH4
+ se midió al tercer día en las 

distintas condiciones de intensidad luminosa. 

 

3.5.3 Efecto de la adición de azúcares y de ácidos carboxílicos  

 

Para ello se siguió el procedimiento previamente descrito por Lejay 

y col. (1999). Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. Al inicio del periodo de 

oscuridad se adicionó a la solución nutritiva sacarosa, glucosa o fructosa a 

una concentración de 1 % (p/v) y los ácidos orgánicos 2-oxoglutarato o 

malato a una concentración de 10 mM. En todos los experimentos en que se 

adicionan metabolitos carbonados, se añade a la solución nutritiva 50 mg/l 

de penicilina y 25 mg/l de cloranfenicol para evitar el crecimiento 

bacteriano. Además de los correspondientes controles sin metabolito, se 

utilizaron controles con ambos antibióticos.  El influjo del ión NH4
+ se midió 

en ausencia de luz a las 3, 5 y 7 horas del inicio del periodo de oscuridad.  
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3.6 Efecto de la modificación del metabolismo del N sobre la 

regulación del influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 

 

Para llevar a cabo los experimentos que se detallan a continuación, 

se utilizaron plantas de citrange Troyer crecidas de la forma habitual descrita 

en el apartado 3.1. En estos experimentos, se aplicaron diferentes 

proporciones de NH4
+/NO3

- tanto en las soluciones de influjo como en las 

soluciones de crecimiento. También se han hecho experimentos de carencia 

de N total o carencia de NH4
+ y de adición de NH4

+ o NO3
- en condiciones 

de de-represión y de-inducción, del modo que se describe a continuación en 

los puntos 3.6.1; 3.6.2; 3.6.3; 3.6.4 y 3.6.5.  

El influjo del ión NH4
+ o de ión NO3

- se midieron como se indica en 

el apartado 3.2 a una [NH4
+]0 o de [NO3

-]0 de 0.2 mM y 5 mM según 

corresponda. En los casos en los que se determinaron los parámetros 

cinéticos, el intervalo de [NH4
+]0 fue de 0.02 mM a 30 mM. 

Una vez finalizados estos experimentos, el material vegetal se 

procesó y se midió el 15NH4
+ y 15NO3

- por espectrometría de masas como se 

indica en el apartado 3.2. También se almacenaron  raíces a –80 ºC para los 

posteriores análisis de expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 como se 

indica en el apartado 3.8.4.  

 

3.6.1 Determinación de la preferencia por la fuente de N  

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. En este experimento, las 

soluciones de influjo (soluciones de marcaje isotópico), se prepararon a 

partir de solución nutritiva de Hoagland carente de N y se adicionó una 

concentración de N total de 0.2 mM y 5 mM en las siguientes proporciones 
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(100; 75:25; 50:50; 25:75) bien de 15(NH4)2SO4 / KNO3 o bien de 
15KNO3/(NH4)2SO4. El influjo de los iones 15NH4

+ y 15NO3
- se midió como se 

indica en el apartado 3.2. 

 

3.6.2 Efecto del pretratamiento con diferentes proporciones de 

NH4
+ y NO3

-  
 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. En este experimento las plantas 

se separaron en 5 grupos diferentes, las cuales se someten a los diferentes 

tratamientos durante 3 días. Las plantas del grupo 1 se mantuvieron en 

solución nutritiva de Hoagland carente de N y adicionada de (NH4)2SO4 a 

una concentración final de N de 1 mM. Los grupos 2, 3 y 4 se mantuvieron 

en la solución nutritiva de Hoagland carente de N y adicionada de 

(NH4)2SO4 y KNO3 a una concentración final de N total de 1 mM en las 

proporciones de NH4
+/NO3

-: 75:25, 50:50 y 25:75. Por último, las plantas del 

grupo 5 se mantuvieron en solución de Hoagland carente de N y adicionada 

únicamente de KNO3 a una concentración de 1 mM. Estas soluciones se 

renovaron cada día y las medidas de influjo de los iones 15NH4
+ y 15NO3

- se 

realizaron al tercer día como se indica en el apartado 3.2. 

 

3.6.3 Efecto de la carencia de NH4
+ y de la carencia de N  

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. En este experimento se 

separaron las plantas en 3 grupos. Un grupo se mantuvo durante 1 semana en 

solución de crecimiento (control), el grupo 2 en solución nutritiva de 

Hoagland carente de N (carencia N) y el tercer grupo en solución de 
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Hoagland carente de N y adicionada de 1 mM de KNO3 como única fuente 

de N (carencia de NH4
+). Se  midió el influjo del ión NH4

+ diariamente 

durante siete días. 

En este apartado, también se estudió el efecto de la carencia total o 

de carencia de NH4
+ sobre los parámetros cinéticos del influjo del ión NH4

+, 

del modo que se indica en el apartado 3.3. Para ello, las plantas de cítricos se 

separaron en los 3 grupos indicados en el caso anterior y se mantuvieron 

durante 3 días en ambas condiciones de carencia. El influjo del ión NH4
+ se 

midió al tercer día.   

 

3.6.4 Efecto de la adición de los iones NH4
+ y NO3

- en condiciones 

de de-represión 

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. Posteriormente, las plantas se 

separaron en 5 grupos y permanecieron durante 3 días en solución de 

Hoagland carente de N, de manera que los sistemas de transporte de NH4
+ 

estuvieran de-reprimidos. Una vez transcurridos los 3 días el grupo 1 

permaneció en las mismas condiciones, a los grupos 2 y 3 se les adicionó 

NH4
+ a una concentración de 0.2 y 10 mM respectivamente y a los grupos 4 

y 5 se les adicionó NO3
- a una concentración de 0.2 y 10 mM 

respectivamente. El influjo del ión NH4
+ se midió a las 24 horas. 
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3.6.5 Efecto de la adición de los iones NH4
+ y NO3

- en condiciones 

de de-inducción 

 

Las plantas se mantuvieron en las condiciones descritas en el 

apartado 3.1 hasta el inicio del experimento. Posteriormente, las plantas se 

separaron en 5 grupos y permanecieron durante 7 días en solución de 

Hoagland carente de N de manera que los sistemas de transporte de NH4
+ 

estuvieran de-inducidos. Una vez transcurridos los 7 días, el grupo 1 

permaneció en las mismas condiciones, a los grupos 2 y 3 se les adicionó 

NH4
+ a una concentración de 0.2 y 10 mM respectivamente y a los grupos 4 

y 5 se les adicionó NO3
- a una concentración de 0.2 y 10 mM 

respectivamente. El influjo del ión NH4
+ se midió a las 24 horas. 

 

3.7 Determinaciones  analíticas  

 

3.7.1 Análisis del 15N 

 

Para realizar estos análisis se utiliza un espectrómetro de masas de 

relaciones isotópicas acoplado a un analizador elemental de flujo continuo 

(Euro-EA Analizador Elemental, EuroVector S.P.A., Italia; y Isoprime 

Espectrómetro de masas; GV Instruments, UK). 

Se pesan entre 0.5 y 4 mg de cada muestra sólida de raíz en una 

pequeña cápsula de estaño y se introducen en el carro del cargador de 

muestras sólidas. Cuando el carro se pone en funcionamiento, la muestra cae 

en el reactor de combustión que está sometido a 1020 ºC. 

La cápsula y la muestra se funden en una atmósfera temporalmente 

enriquecida con oxígeno, donde el estaño fomenta la combustión 
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instantánea. Los productos de la combustión son llevados a un catalizador de 

oxidación de CrO3 por un flujo constante de helio. Tras esto se pasan por un 

reactor de reducción a 650 ºC que contiene gránulos de cobre, donde los 

óxidos de nitrógeno (NO, N2O y N2O2) son reducidos a N2 y el exceso de 

oxígeno es eliminado. Las especies gaseosas resultantes (CO2, N2, H2O) 

atraviesan un filtro de perclorato magnésico para eliminar el agua. El CO2 y 

el N2 que quedan pasan por una columna de cromatografía corta donde son 

separados por tiempo. A continuación pasan por un detector de 

conductividad térmica, y salen por la válvula que conecta el analizador 

elemental con el espectrómetro de masas, donde la proporción de isótopos de 

carbono y nitrógeno se determinarán en función de un pulso del gas de 

referencia de composición conocida. 

El esquema de la figura 4 describe los componentes del sistema, 

cuando se utiliza para análisis de C, N o 15N. 

A continuación, las moléculas gaseosas son ionizadas. Los iones 

producidos forman un haz que se acelera gracias a un campo eléctrico y 

finalmente son detectados en el colector. 

Para calcular el valor de los influjos, expresados en µmol (g PS de 

raíz)-1 h-1, utilizamos la siguiente expresión: 

 

Influjo = A x B x 892,857 

A = % de N elemental. (dato obtenido del autoanalizador) 

B = % de 15N. Este valor se obtiene tras restar al % de 15N medido 

(dato obtenido del autoanalizador) la abundancia natural de 15N. (% 15N - 

0.3642166) 

 892,857 = factor de conversión para obtener µmol (g PS raíz)-1 h-1. 
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Figura 4. Esquema de los componentes del sistema de análisis elemental acoplado 
a un espectrómetro de masas de relaciones isotópicas cuando se utiliza para 
análisis de C, N o 15N. 
 

 

3.7.2 Determinación del contenido de azúcares solubles 

 

La determinación de azúcares solubles se llevó a cabo siguiendo el 

método descrito por Mehouachi y col. (1995). Para ello, se toman 100 mg de 

peso seco (PS) de las muestras de raíz liofilizada y molida y se extraen con 

1.0 ml de etanol al 80 %. Posteriormente, el extracto se purifica 

secuencialmente mediante columnas de intercambio catiónico y aniónico 

(Dowex 50X8-100 y Dowex 1X4-400, Sigma-Aldrich, USA). Una vez 

purificado se pasa a través de una cartucho C18 Sep-Pak (Waters-Millipore, 

Barcelona, España) y se analizan mediante un sistema de cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) (Waters-Millipore, Mildford, MA) 

equipado con una columna para análisis de carbohidratos (4.6 x 250 mm, 
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Waters-Millipore) y un refractómetro como sistema de detección. La 

sacarosa, glucosa y fructosa se identificaron mediante sus tiempos de 

retención y la concentración se calculó utilizando curvas de calibración 

preparadas mediante patrones comerciales. Los valores se expresaron como 

mg azúcar/ g PS. 

 

3.7.3 Determinación de la tasa de fotosintética 

 

La tasa fotosintética se midió cada dos horas durante un día 

completo en cámara de cultivo en las condiciones descritas en el material 

vegetal con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Para ello se 

tomaron 5 hojas de una tamaño medio de 5 plantas de cítricos diferentes y se 

realizaron cinco medidas consecutivas en cada hoja a intervalos de 30 

segundos después de un periodo de adaptación de 5 min. Para realizar las 

medidas se utilizó un analizador de gases con detector de infrarrojos (IRGA) 

portátil (LC-PRO+, ADC bioscientific, Hoddesdon, UK). Las medidas se 

realizaron utilizando una radiación artificial de 1000 µmol m-2 s-1. La 

temperatura dentro de la cámara de medida era de 28 ºC ± 2 ºC y el flujo 

molar de aire se fijó en 150 µmol s-1
. Todas las medidas se realizaron a una 

concentración de CO2 y vapor de agua atmosféricas.   

 

3.8 Determinaciones moleculares 

 

3.8.1 Extracción de DNA genómico 

 

En la extracción de DNA genómico se utilizó el kit comercial 

REDExtract-N-AmpTM Plant PCR que proporciona Sigma (XNA-P). Se 
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cortó un disco de hoja joven de naranjo de aproximadamente 0.5 cm de 

diámetro y se introdujo en un eppendorf, se añadió 100 µl del Tampón de 

Extracción que proporciona el kit procurando que el disco de hoja quedara 

completamente cubierto. Se agitó y se incubó a 95 ºC en un baño de agua 

durante 10 minutos. Después se añadieron 100 µl de Solución de Dilución y 

se almacenó a 4 ºC, hasta su posterior uso. 

 

3.8.2 Extracción de RNA total 

 

En la extracción del RNA total, se utilizó el kit comercial Kit Total 

Quick RNA (TALENT, Italia). Las raíces congeladas a -80º C, se 

pulverizaron y homogeneizaron con ayuda de un mortero y nitrógeno 

líquido. Una vez homogeneizado el tejido, se pasaron a un tubo Eppendorf y 

se añadieron 450 µl de la solución de lisis dejándose en agitación a 

temperatura ambiente durante 5 min. Pasado este tiempo, se centrifugó a 

10.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y 

se añadieron 250 µl de etanol absoluto, que se mezclaron con ayuda de la 

pipeta. A continuación se añadieron 50 µl de resina TQ-RNA y también se 

mezclaron con la pipeta. Pasados 30 segundos, la mezcla se transfirió a una 

columna de purificación y se centrifugó 30 segundos a 10.000 rpm. Se 

descartó el filtrado y se añadieron 700 µl de solución de lavado A. Luego se 

centrifugó 30 segundos a 10.000 rpm. Se repitió la operación pero 

sustituyendo la solución A por la solución de lavado B. En el siguiente paso, 

la columna se puso en un tubo nuevo y se lavó con 500 µl de etanol al 75 % 

y se centrifugó 1 minuto a 10.000 rpm. Se colocó de nuevo la columna en un 

tubo eppendorf nuevo y se añadieron, sobre la resina, 50 µl de agua tratada 

con DEPC precalentada a 65º C y se mantuvo en agitación durante 5 minutos 

a 65º C. Finalmente se centrifugó durante 1 minuto a 10.000 rpm y se 
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recuperó el RNA total. El RNA  se guardó a – 80 ºC hasta el momento de su 

utilización. 

 

3.8.3 Síntesis de la primera cadena de cDNA mediante 

transcripción reversa 

 
El RNA total extraído se sometió a transcripción reversa utilizándose 

el kit comercial Omniscript  Reverse Transcription (QIAGEN, USA).  

En primer lugar, se cuantificó espectrofotométricamente el RNA 

total. En cada reacción de transcripción inversa se tomó 1 µg de RNA y para 

evitar posibles contaminaciones con DNA genómico, se añadió 1 µl de 

DNasa I (1u/µg RNA) (RQ1 DNasa libre de RNasas, Promega, USA) y 1 µl 

del tampón suministrado con la DNasa I y se completó hasta 11 µl con H2O 

libre de RNasas. La mezcla se incubó en el termociclador a 37 ºC durante 30 

min. Pasado ese tiempo, se adicionó 1 µl del tampón de parada de la 

reacción, también suministrado junto a la DNasa I y se incubó de nuevo en el 

termociclador a 65 ºC durante 10 min, desnaturalizándose de este modo la 

DNasa I. 

Una vez eliminados los posibles restos de DNA genómico se 

procedió a la síntesis del cDNA. Cada reacción de retrotrancripción se llevó 

a cabo en un volumen final de 20 µl que contenía 2 µl de Tampón RT (10X), 

2 µl de dNTPs (5 mM),  2 µl  de la mezcla de Hexámeros degenerados (10 

µM) (Random Primer, BioLabs, NewEngland), 1µl del inhibidor de RNasas 

(10 u/µl) (RNaseOUTTM, Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen, 

USA) y 1 µl de la retrotranscriptasa Omniscript. Se mezclaron bien todos los 

componentes con pipeta y por último se añadieron los 12 µl de RNA tratado 

con la DNasa I. Se homogeneizó en vortex durante 2 s y posteriormente se 
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dio un pulso de centrifuga para recoger los posibles restos que hubiesen 

quedado en la pared de los tubos y se incubó en el termociclador a 37 ºC 

durante 60 min. El cDNA obtenido se guardó en congelador a –20 ºC hasta 

su uso. 

  

3.8.4 Análisis de la expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 

mediante PCR en Tiempo Real 

  

La cuantificación por PCR en tiempo real permite monitorizar la 

reacción al mismo tiempo que ésta tiene lugar, ya que los procesos de 

amplificación y detección del DNA se producen de manera simultánea en el 

mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna acción posterior. La detección 

comienza durante los primeros ciclos de amplificación en el momento que la 

cantidad de producto amplificado sobrepasa un determinado umbral. La 

detección se realiza mediante un lector de fluorescencia incorporado al 

termociclador. En la reacción de PCR se adiciona un fluorocromo o agente 

intercalante que aumenta notablemente la emisión de fluorescencia cuando 

se une a DNA de doble hélice. El aumento de la concentración de DNA en 

cada ciclo de la PCR se refleja en un aumento proporcional de la 

fluorescencia emitida. Durante los primeros ciclos de PCR se produce muy 

poco cambio en la señal de fluorescencia, formándose la línea base de la 

curva de amplificación. Cuando se produce un incremento en la intensidad 

de la fluorescencia sobre esta línea base se inicia el proceso de detección. 

Ligeramente por encima de esta línea base puede fijarse el umbral de 

detección de fluorescencia (Threshold). El parámetro CT (Threshold Cycle) o 

valor umbral se define como el ciclo de amplificación en el que tiene lugar 

este incremento significativo en la intensidad de la señal de fluorescencia y 

en el que se inicia la detección.  
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Existen dos maneras de estimar la concentración de DNA de una 

muestra problema mediante esta técnica: la cuantificación absoluta y la 

cuantificación relativa. En este trabajo se ha realizado la cuantificación 

relativa de la expresión génica mediante el método de comparación de CT. 

En la cuantificación relativa es necesario el uso de un control endógeno que 

permite la normalización de la cantidad de cDNA añadida en cada reacción. 

En nuestro caso como control endógeno se ha utilizado el RNA ribosomal 

18S.  Para poder comparar las CT del gen de estudio (gen diana) y la CT del 

control endógeno (constitutivo) la eficiencia de la amplificación de ambos 

fragmentos mediante PCR debe de ser aproximadamente igual. 

Para realizar la cuantificación relativa de la expresión de los genes 

CitAMT1 y CitNRT2 por PCR a tiempo real, se empleó el kit comercial 

QuantiTectTMSYBR Green de la casa comercial (QUIAGEN, USA) 

siguiéndose las instrucciones del fabricante, y el termociclador SmartCycler 

II (Cepheid).   

En este caso se diseñaron cebadores que amplificaban fragmentos 

para el CitAMT1 de 175 pb, para el CitNRT2 de 185 pb y para el 18S de 206 

pb, ya que amplificados de tamaño pequeño mejoran la eficiencia de la 

técnica. Los cebadores utilizados fueron AMT-R2 y AMT-F2 para amplificar 

el gen el CitAMT1 y NRT-R2 y NRT-F2 para amplificar el gen el CitNRT2 y 

18S-R y 18S-F (Tabla 3) para amplificar el rRNA 18S.  

En primer lugar, se realizaron curvas de calibrado relativas para cada 

gen, realizando diluciones 1:10; 1:100; 1:1000; 1:10000 de una mezcla de 

cDNAs de diferentes muestras. A continuación se preparó el medio de 

reacción para la PCR en Tiempo Real con 12,5 µl de QuantiTect SYBR 

Green PCR, 0.75 µl de cada cebador específicos para cada gen (10 µM) y 9 

µl H2O libre de RNasas. La mezcla se agitó bien y se dio un pulso de 

centrifuga. Al medio de reacción con un volumen final de 23 µl se le 
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añadieron 2 µl del cDNA diluido. Se centrifugaron y se introdujeron en el 

termociclador.  

El programa utilizado para la amplificación fue el siguiente: 95º C 

durante 15 min seguidos de 40 ciclos de 95º C durante 15 s, 60º C durante 30 

s y 72º C durante 30 s para CitAMT1 y rRNA 18S y 95 ºC durante 15 min 

seguidos de 40 ciclos de 95 ºC durante 15 s, 55 ºC durante 30 s y 72 ºC 

durante 30 s para CitNRT2. 

Para demostrar que la eficiencia de la amplificación de los genes 

CitAMT1 y CitNRT2 respecto rRNA 18S (control endógeno) son 

aproximadamente iguales, se representaron los valores del log de la 

concentración (en unidades relativas) versus CT y se comprobó que las 

diferencias entre las pendientes eran menores de 0.1 para ambos genes.  

El nivel de la abundancia relativa de los transcritos (∆CT) se 

determinó restándole a la CT del gen diana la CT del control endógeno de 

acuerdo con la función ∆CT = CT diana – CT 18S. El nivel relativo de expresión 

se calculó con la siguiente fórmula: la expresión relativa del gen de interés es 

2-∆CT, donde ∆CT = CT diana – CT18S. Para comparar los niveles de expresión 

entre las plantas control y las plantas tratadas, la función utilizada es ∆∆CT = 

∆CT (tratamiento) - ∆CT (control). El efecto del tratamiento se calculó con la fórmula 

2-∆∆CT. 

Finalmente se verifica la existencia de una única temperatura de 

fusión de los productos amplificados para confirmar la especificidad del 

producto génico formado y que no existe apareamiento entre  los cebadores 

utilizados (primer-dimer) o productos no específicos.  
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3.9 Tratamientos estadísticos 

 

En los diferentes tratamientos estadísticos se ha realizado la 

comparación de medias utilizando el test de diferencia significativa mínima 

(LSD) con un nivel de confianza del 95 %. El análisis estadístico se realizó 

utilizando el programa informático StatGraphics Plus v.2.1 para el entorno 

de Windows. Cada experimento se ha realizado como mínimo tres veces y 

en los experimentos de expresión génica se muestra el más representativo. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Identificación y caracterización de los cDNAs de los 

genes CitAMT1 y CitNRT2 implicados en el transporte de 

NH4
+ y  NO3

-, respectivamente  
 

4.1.1 Obtención de un fragmento de ambos genes 

 

Para poder aislar y caracterizar los genes CitAMT1 y CitNRT2 se 

compararon las secuencias de ambos genes AMT1 y NRT2 de otras especies 

vegetales conocidas y se diseñaron cebadores específicos en zonas de 

elevada homología. Un fragmento de los genes CitAMT1 y CitNRT2 se 

amplificó mediante PCR, utilizando los cebadores diseñados, a partir de 

DNA genómico extraído de hojas jóvenes de plantas de citrange Troyer. En 

la figura 5, se muestra la banda correspondiente al fragmento de 576 pb 

obtenido para el gen CitAMT1. El fragmento se secuenció y se confirmó su 

identidad. El análisis de la secuencia reveló una elevada homología con la 

familia de genes AMT1 de las especies vegetales utilizadas en el diseño de 
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los cebadores, del 77.35 % con el gen OsAMT1 de Oryza Sativa 

(AF001505), del 71.65 % con el gen LeAMT1 de Solanum Lycopersicon 

(X92854) y del 71% con el gen AtAMT1 de Arabidopsis thaliana (X75879).   

 

 

DNA 
CítricoMarcador Blanco 

1500 pb

1000 pb 

750 pb 

500 pb 

250 pb 

 
Figura 5. Electroforesis de la amplificación de un fragmento del gen CitAMT1 a 
partir de DNA genómico.  
Gel de agarosa 1.2 %. Pocillo 1, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA 
Ladder (Fermentas, Francia); Pocillo 2, citrange Troyer; Pocillo 3, control negativo 
(sin DNA). La PCR se ha realizado a 35 ciclos con Tª de 55 ºC (Apartado 3.4.2 de 
Material y Métodos). 
 

 

En la figura 6, se muestra el fragmento del gen CitNRT2, del que 

también se ha obtenido una única banda. El fragmento obtenido de 314 pb,  

se secuenció y se confirmó su identidad. El análisis de las secuencias reveló 

una elevada homología, con la familia de genes NRT2 de las especies 

vegetales utilizadas en el diseño de los cebadores, del 79.53 % con el gen 

LjNRT2 de Lotus japonicus (AJ292342) y de 74.83 % con los genes BnNRT2 
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de Brassica napus (AJ293028) y LeNRT2 de Solanum lycopersicon 

(AF092655). 
 

 

250 pb 

500 pb 

750 pb 

1000 pb 

1500 pb

Marcador DNA 
Cítrico Blanco 

 
Figura 6. Electroforesis de la amplificación de un fragmento del gen CitNRT2 a 
partir de DNA genómico.  
Gel de agarosa 1.2 %. Pocillo 1, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA 
Ladder (Fermentas, Francia); Pocillo 2, citrange Troyer; Pocillo 3, control negativo 
(sin DNA). La PCR se ha realizado a 35 ciclos con Tª de 55 ºC (Apartado 3.4.2 de 
Material y Métodos). 
 

 

4.1.2 Determinación de la secuencia completa del cDNA de ambos 

genes 

 
Una vez obtenidos los fragmentos de 576 pb y 314 pb se 

amplificaron los extremos 3’ y 5’ terminales mediante la técnica de 

amplificación rápida de los extremos terminales del cDNA, RACE, 

obteniéndose la secuencia completa de ambos cDNAs como se indica en el 

apartado 3.4.3 del Material y Métodos. La electroforesis en gel de agarosa 
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reveló una única banda específica para cada extremo amplificado del cDNA 

de CitAMT1 (Figura 7) y del cDNA del CitNRT2 (Figura 8).  

En el caso del cDNA de CitAMT1, los fragmentos se secuenciaron, 

obteniéndose un fragmento de 734 pb para el extremo 5’ y otro de 1301 pb 

para el extremo 3’. Ambos fragmentos contienen una zona de solapamiento 

por lo que la secuencia completa del gen es de 1762 pb y se ha denominado 

CitAMT1.  
 

 

 Marcador  5’  3’

1200 pb

700 pb

 

Figura 7. Electroforesis de los extremos 5’ y 3’ del cDNA del gen CitAMT1.  
Gel de agarosa 1 %. Pocillo 1, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA 
Ladder (Fermentas, Francia); Pocillo 2, extremo 5’ del gen CitAMT1; Pocillo 3, 
extremo 3’ del gen CitAMT1. En la PCR touchdown se han realizado 5 ciclos de 94 ºC 
durante 30 s y 72 ºC durante 3 min; 5 ciclos de 94 ºC durante 30 s, 70 ºC durante 30 s 
y 72 ºC durante 3 min y por último, 30 ciclos de 94 ºC durante 30 s, 65 ºC durante 30 
s y 72 ºC durante 3 min.  
 
 

La secuencia de cDNA de CitAMT1 se ha depositado en la base de 

datos GenBank y se le ha asignado el código de acceso DQ887678. 

En el caso del cDNA de CitNRT2, los fragmentos se secuenciaron, 

obteniéndose un fragmento de 897 pb para el extremo 5’ y otro de 1253 pb 

para el extremo 3’. Ambos fragmentos contienen una zona de solapamiento 
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por lo que la secuencia completa del gen es de 1759 pb y se ha denominado 

CitNRT2.  

 

 

 3’ 5’  Marcador

1500 pb

1000 pb

 
Figura 8. Electroforesis de los extremos 5’ y 3’ del cDNA del gen CitNRT2.  
Gel de agarosa 1 %. Pocillo 1, extremo 5’ del gen CitNRT2; Pocillo 3, extremo 3’ del 
gen CitNRT2; Pocillo 3, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
(Fermentas, Francia). En la PCR touchdown se han realizado 5 ciclos de 94 ºC 
durante 30 s y 72 ºC durante 3 min; 5 ciclos de 94 ºC durante 30 s, 70 ºC durante 30 s 
y 72 ºC durante 3 min y por último, 30 ciclos de 94 ºC durante 30 s, 62 ºC durante 30 
s, y 72 ºC durante 3 min.  
 

La secuencia de cDNA de CitNRT2 se ha depositado en la base de 

datos GenBank y se le ha asignado el código de acceso EF579917. 

 

4.1.3 Análisis de las secuencias de aminoácidos 
 

El análisis de la secuencia de nucleótidos del gen CitAMT1 reveló la 

presencia de una pauta de lectura abierta de 1506 pb, obteniéndose un 

polipéptido de 502 aminoácidos cuyo peso molecular es de 

aproximadamente 53.5 KDa.  
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La secuencia del cDNA del CitNRT2 muestra una pauta de lectura 

abierta de 1590 pb que codifican un polipéptido de 530 aminoácidos cuyo 

peso molecular es de aproximadamente  57.8 KDa. 

La composición en aminoácidos expresada en porcentaje molar de 

los transportadores CitAMT1 y CitNRT2 se muestra en la Tabla 4. 

 
Tabla 4. Composición en aminoácidos de los polipéptidos CitAMT1 y CitNRT2 

CitAMT1 CitNRT2 

Aminoácido Número de 

residuos 

Porcentaje 

molar 

Número de 

residuos 

Porcentaje 

molar 

Ala (A) 62 12.4 54 10.2 

Cys (C) 9 1.8 9 1.7 

Asp (D) 18 3.6 15 2.8 

Glu (E) 11 2.2 13 2.5 

Phe (F) 36 7.2 43 8.1 

Gly (G) 59 11.8 53 10 

His (H) 10 2.0 10 1.9 

Ile (I) 24 4.8 32 6 

Lys (K) 16 3.2 17 3.2 

Leu (L) 50 10.0 43 8.1 

Met (M) 10 2.0 23 4.3 

Asn (N) 18 3.6 17 3.2 

Pro (P) 15 3.0 24 4.5 

Gln (Q) 10 2.0 12 2.3 

Arg (R) 15 3.0 26 4.9 

Ser (S) 40 8.0 42 7.9 

Thr (T) 31 6.2 34 6.4 

Val (V) 35 7.0 36 6.8 

Trp (W) 12 2.4 13 2.5 

Tyr (Y) 21 4.2 14 2.6 
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LjAMT1          ---MALPECSAANLAQLIGPNATDAAAVAGFICDQFTAVGQRFSDTAFAVDSTYLLFSAY 57 
AtAMT1          ------MSCSATDLAVLLGPNAT---AAANYICGQLGDVNNKFIDTAFAIDNTYLLFSAY 51 
CitAMT1         MARATSLSCSADLLAGFLGPNATNASSAASLICSQLEAINNKFTDTAYAVDSTYLLFSAY 60 
CsAMT1          ---MASLTCSADQLAQLFGSNTTNAA-AATYICDHFTAVSQKFSDAASAIDSTYLLFSAY 56 
                :       ***  ** ::*.*:*    .*  **.::  :.::* *:* *:*.******** 
 
LjAMT1          LVFSMQLGFAMLCAGSVRAKNTMNIMLTNVLDAAAGGLFYYLFGFAFAFGAPSNGFIGRH 117 
AtAMT1          LVFSMQLGFAMLCAGSVRAKNTMNIMLTNVLDAAAGGLFYYLFGYAFAFGSPSNGFIGKH 111 
CitAMT1         LVFSMQLGFAMLCAGSVRAKNTMNIKLTNVLDAAAGGLFYYLFGFAFAFGTPSNGFIGRH 120 
CsAMT1          LVFSMQLGFAMLCAGSVRAKNTLNIMLTNVLDAAAGAIFYYLFGFAFAFGSPSNGFIGSH 116 
                **********************:** **********.:******:*****:******* * 
 
LjAMT1          FFGLKDVPTVAFDYSYFLYQWAFAIAAAGITSGSIAERTQFVAYLIYSSFLTGFVYPVVS 177 
AtAMT1          YFGLKDIPTASADYSNFLYQWAFAIAAAGITSGSIAERTQFVAYLIYSSFLTGFVYPVVS 171 
CitAMT1         NFALKSFPTSNFDYSYFLYQWAFAIAAAGITSGSIAERTQFVAYLIYSSFLTGFVYPVVS 180 
CsAMT1          FFALKSIPTSSFDYSFFLFQWAFAIAAAGITSGSIAERTQFAAYLIYSAFLTGFVYPVVS 176 
                 *.**..**   *** **:**********************.******:*********** 
 
LjAMT1          HWFWSGDGWASATNT-GNLLFGTGVIDFAGSGVVHMVGGVAGLWGALIEGPRIGRFDHAG 236 
AtAMT1          HWFWSVDGWASPFRTDGDLLFSTGAIDFAGSGVVHMVGGIAGLWGALIEGPRLGRFDNGG 231 
CitAMT1         HWFWSVDGWASASNT-GDLLFGSGVIDFAGSGVVHMVGGIAGLWGAYIEGPRIGRFDRSG 239 
CsAMT1          HWFWSGDGWASASNT-NHLLFGSGVIDFAGSGVVHMVGGIAGLYGAFIEGPRIGRFANPG 235 
                ***** *****. .* ..***.:*.**************:***:** *****:*** . * 
 
LjAMT1          RAVSLRGHSASLVVLGTFMLWFGWYGFNPGSFTKILSAYDSGNYYGQWSAIGRTAVTTTL 296 
AtAMT1          RAIALRGHSASLVVLGTFLLWFGWYGFNPGSFNKILVTYETGTYNGQWSAVGRTAVTTTL 291 
CitAMT1         QSV-LRGHSASLVVLGTFMLWFGWYGFNPGSFTKILSAYNTGSYYGQWSAIGRTAVTTTL 298 
CsAMT1          QSVTIKGHSASLVVLGTFLLWFGWYGFNPGSFTKIANPYTSGSYYGQWSAVGRTAVTTTL 295 
                ::: ::************:*************.**  .* :*.* *****:********* 
 
LjAMT1          AGCTAALTTLFGKRIISGHWNVTDVCNGLLGGFAAITAGCSVVEPWAAIVCGFVAAVVLI 356 
AtAMT1          AGCTAALTTLFGKRLLSGHWNVTDVCNGLLGGFAAITGGCSVVEPWAAIICGFVAALVLL 351 
CitAMT1         AGCTAALTTLFGKRILSGHWNVTDVCNGLLGGLAAITAGCSVVEPWAAIVCRFGAAVVLI 358 
CsAMT1          AGSTAALTTLFLNRVVSGHWNVTDVCNGLLGGFAAITAGCSVVEPWAAVICGLVAALVLI 355 
                **.******** :*::****************:****.**********::* : **:**: 
 
LjAMT1          ACNMLAEKVRYDDPLEAAQLHGGCGAWGIIFTALFAKEEYVNQVYPGKPGRPYGLFMGGG 416 
AtAMT1          GCNKLAEKLKYDDPLEAAQLHGGCGAWGLIFTALFAQEKYLNQIYGNKPGRPHGLFMGGG 411 
CitAMT1         ACNKLAEKAKYDDPLEAAQLHGGCGAWGVIFTALFAKEKFVNEVYPGKPGRPYGLFMGGG 418 
CsAMT1          GCNKVAERVKFDDPLEAAQLHGGCGAWGVIFTALFASEKYVNEVYPGKSDRPYGLLMGGG 415 
                .** :**: ::*****************:*******.*:::*::* .*..**:**:**** 
 
LjAMT1          GKLLGAHVIQILVIIGWVSATMGPLFFILNKMKLLRISTEDELAGMDLTRHGGFAYAYED 476 
AtAMT1          GKLLGAQLIQIIVITGWVSATMGTLFFILKKMKLLRISSEDEMAGMDMTRHGGFAYMYFD 471 
CitAMT1         GKLLAAHVIQILVVAGWVSATMGPLFFVLHKLKLLRISPEDEMAGMDLTRHGGFAYVYHD 478 
CsAMT1          GRLLAAHVIQIVVIVGWVSVTMGPLFFVLHKLKLLRISAEDEIAGMDMTRHGGFAYVYQY 475 
                *:**.*::***:*: ****.***.***:*:*:******.***:****:******** *   
 
LjAMT1          DES---HKPGIQLRKIEPNSSSTPSAES----- 501 
AtAMT1          DDE---SHKAIQLRRVEPRSPSPSGANTTPTPV 501 
CitAMT1         DDDVQSN--GIQLRKIEPTATTPSSV------- 502 
CsAMT1          HDEDESNKLGMQMRKIDPEDKS----------- 497 
                .:.      .:*:*:::*   :            

 

Figura 9. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de los 
transportadores de la familia AMT1.   
Lotus japonicus, LjAMT1.1 (AAG24944); Camellia sinensis, CsAMT1.1 (ABI17640); 
Arabidopsis thaliana, AtAMT1.1 (P54144) y Citrus sinensis x Poncirus trifoliata, 
CitAMT1 (ABI52423). 
Los asteriscos indican aminoácidos idénticos; dos puntos indican posiciones con 
sustituciones conservadas y un punto indica sustituciones semiconservadas. 
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Cuando se compara la secuencia de aminoácidos del transportador 

CitAMT1 de cítricos con otros AMT1.1, se ha obtenido la identidad mayor 

con las siguientes especies vegetales: del  85% con Lotus japonicus, del 80.9 

% con Camelia sinensis y del 80 % con Arabidopsis thaliana. En la figura 9 

se muestra el alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los 

transportadores AMT1 de estas especies con el CitAMT1.  

 
 

Figura 10. Análisis filogenético de los transportadores AMT en especies 
vegetales. 
Análisis basado en el alineamiento de secuencias de aminoácidos mediante el 
programa informático CLUSTALW. Las proteínas alineadas son CitAMT1 
(ABI52423) de Citrus sinensis x Poncirus trifoliata; LjAMT1.1 (AAG24944), 
LjAMT2 (AAL08212) de Lotus japonicus; CsAMT1.1 (ABI176401), CsAMT1.2 
(BAD29977) de Camelia sinensis; AtAMT1.1 (P54144), AtAMT1.2 (AAD54639), 
AtAMT1.3 (AAD54638), AtAMT1.4 (CAA2298), AtAMT2 (Q9M6N7) de 
Arabidopsis thaliana; LeAMT1.1 (P58905), LeAMT1.2 (O04161), LeAMT1.3 
(AAG11397) de Solanum lycopersicon; PtAMT1 (AAS19467) Populus tremula x 
Populus tremuloides; BnAMT1.2 (AAG28780) de Brassica napus; TaAMT1.1 
(AAR27052), TaAMT1.2 (AAS19467) de Triticum aestivum; OsAMT1.1 (Q947N1), 
OsAMT1.2 (AAL05612); OsAMT1.3 (BAD21572), OsAMT2 (BAB64105) de Oryza 
sativa 
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De la comparación de las secuencias de las proteínas de la familia 

AMT se ha elaborado el dendrograma mostrado en la figura 10 donde se 

agrupan los diferentes miembros en base a su semejanza. El análisis 

filogenético de los transportadores AMT en especies vegetales muestra que 

CitAMT1 está muy relacionado con las especies vegetales Lotus japonicus y 

Camelia sinensis. 

 

Asimismo, cuando se compara la secuencia de aminoácidos del 

transportador CitNRT2 de cítricos con otros NRT2.1, se ha obtenido con las 

siguiente especies vegetales una mayor identidad: del  89 % con Prunus 

persica y Glicine max y del 87 % con Populus tremula x Populus 

tremuloides. En la figura 11 se muestra el alineamiento de las secuencias de 

aminoácidos de los transportadores NRT2 de estas especies con el CitNRT2.  

Comparando las secuencias de las proteínas de la familia NRT se ha 

elaborado el dendrograma mostrado en la figura 12 donde se agrupan los 

diferentes miembros en base a su semejanza. El análisis filogenético de los 

transportadores NRT2 en especies vegetales muestra que CitNRT2 está muy 

relacionado con otro frutal, Prunus persica. 
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PpNRT2.1        MAEVEGEPGSSMHGVTGREQTFAFSVASPIVPTDPTAKFDLPVDSEHKAKVFKIFSLANP 60 
PtNRT2.1        MADVEGSPGSSMHGVTGREQSFAFSVASPTVPTDTTAKFALPVDSEHKAKVFKIFSFANP 60 
CitNRT2         MADIEGSPGSSMHGVTGREPAFAFSVASPAVPTDTTAKFALPVDSEHKAKVFKLFSLANP 60 
GmNRT2.1        MAEIEGSPGSSMHGVTGREQTFVASVASPIVPTDTTAKFALPVDSEHKAKVFKLFSLANP 60 
                **::**.************ :*. ***** ****.**** *************:**:*** 

 
PpNRT2.1        HMRTFHLSWISFFTCFVSTFAAAPLVPIIRDNLNLTKQDIGNAGVASVSGSIFSRLVMGA 120 
PtNRT2.1        HMRTFHLSWISFFTCFVSTFAAAPLVPIIRDNLNLTKSDIGNAGVASVSGSIFSRLVMGA 120 
CitNRT2         HMRTFHFSWISFFTCFVSTFAAAPLVPIIRDNLNLTKADIGNAGVASVSGSIFSRLVMGA 120 
GmNRT2.1        HMRTFHLSWISFFTCFVSTFAAAPLVPIIRDNLNLTKSDIGNAGVASVSGSIFSRLAMGA 120 
                ******:****************************** ******************.*** 

 
PpNRT2.1        VCDLLGPRYGCAFLIMLSAPTVFCMSFVSDAGGYLAVRFMIGFSLATFVSCQYWMSTMFN 180 
PtNRT2.1        VCDLLGPRYGCAFLIMLSAPTVFCMSFVDSAGGYLAVRFMIGFSLATFVSCQYWMSTMFN 180 
CitNRT2         VCDFLGPRYGCAFLIMQSAPTVFCMSFMAGPSGYITVRFMIGFSLATFVSCQFWMSSMFN 180 
GmNRT2.1        VCDMLGPRYGCAFLIMLSAPTVFCMSFVKDAAGYIAVRFLIGFSLATFVSCQYWMSTMFN 180 
                ***:************ **********: ...**::***:************:***:*** 

 
PpNRT2.1        SKIIGLVNGTAAGWGNMGGGATQLLMPLVFDIIGRVGATPFTAWRIAFFIPGWLHVIMGI 240 
PtNRT2.1        SKIIGLVNGTAAGWGNMGGGATQLVMPLVYELIKRAGSTSFSAWRIAFFVPGWLHVIMGI 240 
CitNRT2         SKIIGLANGTAAGWGNMGGGATQLLMPLVYDIIRRCGATPFTAWRIAFFVPGWMHVSMGI 240 
GmNRT2.1        SKIIGLANGTAAGWGNMGGGATQLIMPLVYELIRRAGATPFTAWRIAFFVPGFMHVIMGI 240 
                ******.*****************:****:::* * *:*.*:*******:**::** *** 

 
PpNRT2.1        MVLTLGQDLPDGNLAALQKKGDVAKDQFSKVLWHAVTNYRTWIFVLLYGYSMGVELSTDN 300 
PtNRT2.1        LVLNLGQDLPDGNLGALKKKGDVAKDKFSKVLWYAVTNYRTWIFVLLYGYSMGVELSTDN 300 
CitNRT2         LVLTLGQDLPDGNLDALQKKGNVAKDKFSKVLWYAITNYRTWIFVLLYGYSMGVELSTDN 300 
GmNRT2.1        LVLTLGQDLPDGNLGALRKKGDVAKDKFSKVLWYAITNYRTWIFALLYGYSMGVELTTDN 300 
                :**.********** **:***:****:******:*:********.***********:*** 

 
PpNRT2.1        VIAEYFYDRFNLKLHTAGIIAATFGMANLVARPFGGFASDRAARYFGMRGRLWTLWILQT 360 
PtNRT2.1        VIAEYFYNRFDLKLHTAGVIAATFGMANLVARPFGGYFSDVAARYFGMRGRLWVLWILQT 360 
CitNRT2         VVAEYFYDRFNLKLHTAGIIAATFGMANLVARPFGGYASDMAARYFGMRGRLWVLWILQT 360 
GmNRT2.1        VIAEYFYDRFNLKLHTAGIIAASFGMANLVARPFGGYASDVAARLFGMRGRLWTLWILQT 360 
                *:*****:**:*******:***:*************: ** *** ********.****** 

 
PpNRT2.1        LGGVFCIWLGRANSLPIAVFAMILFSVGAQAACGATFGVIPFISRRSLGIISGLTGAGGN 420 
PtNRT2.1        LGGVFCTWLGRANSLPLAVTAMILFSIGAQAACGATFGIIPFISRRSLGIISGLTGAGGN 420 
CitNRT2         MGGAFCIWLGRANSLPIAVLAMILFSVGAQAACGATFGIIPFISRRSLGIISGLTGAGGN 420 
GmNRT2.1        LGGVFCIWLGRANSLPIAVLAMILFSIGAQAACGATFGIIPFISRRSLGIISGLTGAGGN 420 
                :**.** *********:** ******:***********:********************* 

  
PpNRT2.1        FGSGLTQLVFFSSSAFSTATGLSLMGVMIVCCTLPVTLVHFPQWGSMFLPPSKDVVKSTE 480 
PtNRT2.1        FGSGLTQLVFFSSSSLSTAAGLSWMGVMICGCTLPVTLVYFPQWGGMFFPPSKDVVKSTE 480 
CitNRT2         FGSGLTQLIFFSKTKFSTAQGLSWMGVMIVACTLPVTLVHFPQWGGMFFPPSKDVVKSTE 480 
GmNRT2.1        FGSGLTQLVFFSTSKFSTATGLSLMGVMIVACTLPVSVVHFPQWGSMFLPPSKDVSKSTE 480 
                ********:***.: :*** *** *****  *****::*:*****.**:****** **** 

  
PpNRT2.1        EYYYAAEWNEEEKQKGLHQQSLRFAENSRSERGRRVASAPTPPNTTPSHV 530 
PtNRT2.1        ESYYASEWDEDEKQRGMHQKSLKFAENSRSERGKRIASAPTPPSTTPNRV 530 
CitNRT2         EYYYASEWNEEEKQKGLHQGSLRFAENSRSERGRRXASAPTPPNTTPAHV 530 
GmNRT2.1        EFYYTSEWNEEEKQKGLHQQSLKFAENSRSERGKRVASAPTPPNATPTHV 530 
                *.**::**:*:***:*:** **:**********:* *******.:** :* 
 

Figura 11. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de los 
transportadores de la familia NRT2. 
Glicine max, GmNRT2 (AAC09320); Prunus persica, PpNRT2.1 (BAD02939) ; 
Populus tremula x Populus tremuloides, PtNRT2.1 (CAG26716) y Citrus sinensis x 
Poncirus trifoliata, CitNRT2 (ABQ57241). 
Los asteriscos indican aminoácidos idénticos; dos puntos indican posiciones 
con sustituciones conservadas y un punto indica sustituciones 
semiconservadas. 
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Figura 12. Análisis filogenético de los transportadores NRT2 en especies 
vegetales. 
Análisis basado en el alineamiento de secuencias de aminoácidos mediante el 
programa informático CLUSTALW. Las proteínas alineadas son CitNRT2 
(ABQ57241) de Citrus sinensis x Poncirus trifoliata; GmNRT2 (AAC09320) de 
Glicine Max; PpNRT2.1 (BAD02939), PpNRT2.2 (BAD04063) de Prunus persica; 
LjNRT2 (CAC35729) de Lotus japonicus ; NtNRT2.1 (CAD89798), NtNRT2.2 
(CAD89799) de Nicotiana tabacum; AtNRT2.1 (NP_172288), AtNRT2.2 
(NP_172289), AtNRT2.3 (NP_200886), AtNRT2.4 (NP_200885) de Arabidopsis 
thaliana; LeNRT2.1 (AAF00053), LeNRT2.2 (AAF00054), LeNRT2.3 (AAK72402) 
de Solanum lycopersicon; PtNRT2.1 (CAG26716), PtNRT2.2 (CAG26717) de 
Populus tremula x Populus tremuloides; BnNRT2 (CAC05338) de Brassica napus; 
TaNRT2.1 (AAK19519), TaNRT2.2 (AAG01172) de Triticum aestivum; ZmNRT2 
(AAT66252) de Zea may; HvNRT2 (AAD28364) de Hordeum vulgare. 

 

 

4.1.4 Estudio teórico de la topología  

 

El análisis de hidrofobicidad de las secuencias de aminoácidos así 

como la localización de los dominios transmembrana muestra que la proteína 

CitAMT1 presenta 11 dominios transmembrana con el extremo N-terminal 
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extracitosólico y el extremo C-terminal citosólico y la proteína CitNRT2 

presenta 12 dominios transmembrana con los extremos N y C terminales 

citosólicos, así como un gran lazo central entre los dominios 6 y 7 de 37 

aminoácidos (Figuras 13 y 14).  

 

 

 

 

 
 

 
 
 
Figura 13. Modelo de la topología del transportador CitAMT1.  
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Figura 14. Modelo de la topología del transportador CitNRT2.  
N y C son los dominios amino y carboxi terminales, respectivamente, c y e son citosol 
y espacio extracitosólico, respectivamente. 

 

 

 80



                                                                                               Resultados 

4.1.5 Perfil de expresión del gen CitAMT1 en los diferentes 

órganos de las plantas de cítricos 

 

Los niveles de mRNA del gen CitAMT1 se midieron de manera 

individual en raíz primaria y secundaria, tallo y hoja en plantas de cítricos 

como se indica en el apartado 3.4.4 del Material y Métodos y se 

normalizaron respecto al RNA ribosomal 18S.  

El gen CitAMT1 se expresa mayoritariamente en raíz, principalmente 

en raíz secundaria. En raíces primarias y secundarias, se observa un aumento 

de la expresión del gen CitAMT1 en condiciones de carencia de N frente a 

condiciones control. Sin embargo, en hoja y tallo los niveles de transcripción 

del gen CitAMT1 son más bajos en condiciones de carencia que en plantas 

control (Figura 15).  
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Figura 15. Análisis de la expresión del gen CitAMT1 en diferentes órganos de 
cítricos.  
Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real en 
raíz primaria, raíz secundaria, tallo y hoja en plantas de cítricos mantenidas en 
solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) (control) y en plantas de cítricos que 
posteriormente se transfirieron durante 3 días a una solución de Hoagland carente de 
N (-N). Los niveles de transcripción del gen CitAMT1 se normalizaron frente a los 
niveles del rRNA 18S medido en las mismas muestras.  
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4.2 Efecto de la modificación del metabolismo del C 

sobre la regulación del influjo del ión NH4
+ y la 

expresión del gen CitAMT1 
  

4.2.1 Efecto del ciclo día/noche  

 
Con objeto de comprobar si la absorción del ión NH4

+ y la expresión 

del gen CitAMT1 están reguladas por la fotosíntesis, se estudió el efecto del 

ciclo día/noche sobre la actividad de los sistemas de transporte del ión NH4
+ 

de alta y baja afinidad, sobre la expresión del gen CitAMT1, así como sobre 

el contenido de azúcares en las raíces de plantas de cítricos. En estos 

experimentos se utilizaron plantas de citrange Troyer tratadas como se ha 

descrito en el apartado 3.5.1 del Material y Métodos. 

Al igual que se observa en otras especies vegetales, el influjo del ión 
15NH4

+ mediado por el HATS muestra un marcado cambio diurno. Se 

alcanza un pico de máxima absorción en la mitad del periodo diurno, 

obteniéndose un valor de aproximadamente 20 µmol 15NH4
+ (g PS de raíz)-1 

h-1 y posteriormente al final del periodo de oscuridad, el influjo del ión 
15NH4

+ desciende hasta un valor menor de 5 µmol 15NH4
+ (g PS de raíz)-1 h-1 

(Figura 16A).  

Por otra parte, el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el LATS, 

permanece constante a lo largo del ciclo día/noche (Figura 16A), mostrando 

valores en un intervalo de 15 a 20 µmol 15NH4
+ (g PS de raíz)-1 h-1.  
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Figura 16. Efecto del ciclo día/noche sobre el influjo del ión 15NH4

+ y la expresión 
del gen CitAMT1 en las raíces de cítricos.  
(A) Influjo del ión 15NH4

+ medido a diferentes horas del día en raíces de cítricos 
mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas 
de luz y 8 horas de oscuridad. Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real 
en plantas sometidas al mismo tratamiento que en (A). Los niveles de transcripción 
del gen CitAMT1 se normalizaron frente a los niveles del rRNA 18S medido en las 
mismas muestras.  
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En la figura 16B se observan los cambios obtenidos en la expresión 

del gen CitAMT1 en las raíces de cítricos. Estos cambios se correlacionan 

con la actividad del HATS, de tal modo que la acumulación de transcritos 

alcanza un pico, también a mitad del periodo diurno y posteriormente 

durante el periodo de oscuridad disminuye en un 75 %.  

Además, se midió la tasa fotosintética y el contenido de azúcares 

solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) en las raíces de cítricos en las mismas 

condiciones y se observó un patrón muy similar. La tasa fotosintética se 

incrementa desde valores de 2 µmol/m2 s hasta alcanzar un  máximo de 6.2 

µmol/m2 s a las 8 horas desde el inicio del periodo diurno (Figura 17). 
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Figura 17. Efecto del ciclo día/noche sobre la tasa fotosintética.  
La tasa fotosintética se midió a diferentes horas del día en plantas de cítricos 
mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) en cámara de 
cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Cada punto es la 
media de 25 réplicas ± SE. 

 

Respecto al contenido en azúcares solubles (fructosa, glucosa y 

sacarosa) en las raíces de cítricos, la concentración de fructosa aumenta 

durante el periodo diurno, siendo su valor máximo de 35 mg fructosa/g PS 

raíz a las 9 horas desde el inicio del periodo de luz, posteriormente 
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disminuye durante la oscuridad, hasta alcanzar un valor mínimo de 9.2 mg 

fructosa/g PS raíz. Por otra parte, el contenido de glucosa en las raíces de 

cítricos sigue un patrón similar, siendo su valor máximo de 22.2 mg 

glucosa/g PS raíz y su valor mínimo de 4.2 mg glucosa/g PS raíz. La 

concentración de sacarosa en la raíz también incrementa durante el periodo 

diurno hasta alcanzar una concentración máxima de 45 mg sacarosa/g PS 

raíz a las 8 horas desde el inicio del periodo de luz y durante el periodo de 

oscuridad la concentración disminuye  hasta alcanzar un valor de 15.4 mg 

sacarosa/g PS raíz (Figura 18). 
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Figura 18. Efecto del ciclo día/noche sobre el contenido de azúcares en la raíz. 
El contenido de azúcares se determinó a diferentes horas del día en plantas de cítricos 
mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) en cámara de 
cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Cada punto es la 
media de 9 réplicas ± SE. 
 

Por otra parte, cuando se modifica el fotoperiodo (14 horas de luz y 

12 horas de oscuridad), se observa un comportamiento similar al de las 

plantas mantenidas con un fotoperiodo de 16 horas de luz. Se observa un 

incremento en el influjo del ión 15NH4
+ durante el periodo diurno alcanzando 
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un máximo a la mitad de dicho periodo y posteriormente, desciende la 

absorción durante el periodo de oscuridad (Figura 19). 
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Figura 19. Efecto del ciclo día/noche sobre el influjo del ión 15NH4
+ en las raíces 

de de cítricos.  
Influjo del ión 15NH4

+ medido a diferentes horas del día en raíces de cítricos 
mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento con un fotoperiodo de 14 horas 
de luz y 10 horas de oscuridad. Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE 
 

Como en el caso del fotoperiodo de 16 horas de luz, el influjo del ión 
15NH4

+ debido al LATS permanece constante con un valor de 

aproximadamente 20 µmol 15NH4
+ (g PS de raíz)-1 h-1(Figura 19). 
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4.2.2 Efecto de la luz continua  

 

Como se ha observado que el fotoperiodo modifica la actividad del 

HATS, para comprobar si los cambios diurnos observados sobre ésta, así 

como en la expresión del gen CitAMT1 eran debidos al propio ritmo 

circadiano de la planta y no al efecto de la fotosíntesis en si misma, se ha 

estudiado el efecto de la luz continua sobre el transporte del ión NH4
+ y la 

acumulación de mRNA de CitAMT1 en las raíces de cítricos. Para ello, se 

utilizaron plantas de citrange Troyer tratadas como se indica en el apartado 

3.5.2 del Material y Métodos. 

En un primer experimento las plantas permanecen durante 24 horas 

bajo condiciones de luz continua. En este experimento, se observa que la 

actividad del HATS aumenta progresivamente durante el periodo que se 

corresponde con el de oscuridad. El influjo del ión 15NH4
+ mediado por el 

HATS, tras permanecer las plantas durante 24 h bajo condiciones de luz 

continua, alcanza valores de 10 µmol 15NH4
+ g-1 h-1, el doble del valor que se 

obtenía en el mismo punto bajo condiciones de fotoperiodo normal 

(comparar figura 20A con 16A).  

El influjo del ión 15NH4
+ debido al sistema LATS no se ve 

prácticamente afectado cuando las plantas permanecen bajo condiciones de 

luz continua (Figura 20A).  
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Figura 20. Efecto de la luz continua sobre el influjo del ión 15NH4

+ y la expresión 
del gen CitAMT1 en las raíces de cítricos.  
(A) Influjo del ión 15NH4

+ medido a diferentes horas del día en raíces de cítricos 
mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento con un fotoperiodo de 24 horas 
de luz. Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real 
en plantas sometidas al mismo tratamiento que en (A). Los niveles de transcripción 
del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S medido en las 
mismas muestras.  
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Asimismo, la expresión del gen CitAMT1 muestra un 

comportamiento similar a la actividad del HATS, los niveles de 

transcritos se incrementan en condiciones de luz continua durante el 

periodo que se correspondería con el de oscuridad (comparar figura 20B 

con 16B). 

En la figura 21, se observa que la luz continua no sólo previene el 

descenso en el contenido de sacarosa en la raíz durante el periodo que se 

correspondería con el de oscuridad, sino que incluso se estimula la 

acumulación de este azúcar cuando las plantas permanecen bajo estas 

condiciones, alcanzándose una concentración de 24 mg sacarosa/g PS de raíz 

a las 16 h de luz y un valor de 38 mg sacarosa/g PS al final del periodo que 

se correspondería con el de oscuridad. Este efecto no se observa en los otros 

dos azúcares analizados (glucosa y fructosa) ya que en ambos casos su 

concentración continua disminuyendo desde su valor máximo alcanzado a 

las 9 horas hasta las 20 h de luz y se incrementan ligeramente tras 

permanecer 22 horas bajo condiciones de luz continua (comparar figura 18 

con 21). 
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Figura 21. Efecto de la luz continua sobre el contenido de azúcares en la raíz.  
El contenido de azúcares se determinó a diferentes horas del día en plantas de cítricos 
mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) en cámara de 
cultivo con un fotoperiodo de 24 horas de luz. Cada punto es la media de 9 réplicas ± 
SE. 
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En otro experimento con objeto de ver el efecto del pretratamiento 

con luz continua, las plantas de cítricos permanecieron durante 3 días en 

cámara de cultivo con un fotoperiodo de 24 horas de luz.  

En estas condiciones desaparecen tanto las variaciones en el influjo 

del ión 15NH4
+, como las diferencias en la concentración endógena de 

sacarosa que se observaban en plantas control crecidas con un fotoperiodo 

normal. El influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS y el contenido de 

sacarosa se mantienen constantes [(6-8 µmol 15NH4
+ (g PS de raíz)-1 h-1 y 25-

30 mg sacarosa/g PS raíz, respectivamente], siendo sus valores intermedios 

entre los valores máximo y mínimo que se alcanzaban durante el fotoperiodo 

normal (comparar figura 22A con 16A y figura 22B con 18).  

En estas condiciones, la actividad del LATS se mantiene 

prácticamente constante, siendo similar su valor con el obtenido en plantas 

control crecidas con un fotoperiodo normal (comparar figura 22A con 16A). 
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Figura 22. Efecto del pretratamiento con luz continua sobre el influjo del ión 
NH4

+ y la expresión del gen CitAMT1 en las raíces de cítricos.  
(A) Influjo del ión 15NH4

+ medido a diferentes horas del día en raíces de cítricos que 
han permanecido durante 3 días en condiciones de luz continua (fotoperiodo de 24 
horas de luz). Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real 
en plantas sometidas al mismo tratamiento que en (A). Los niveles de transcripción 
del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S medido en las 
mismas muestras.  
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4.2.3 Efecto de la intensidad de la luz  
 

Con objeto de ver el efecto que produce modificar la intensidad de la 

luz sobre el influjo del ión 15NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1, las 

plantas de cítricos se tratan como se indica en el apartado 3.5.3 del Material 

y Métodos. 
 

 
 
 
Figura 23. Efecto de la intensidad de luz sobre el influjo del ión 15NH4

+, la 
expresión del gen CitAMT1 y la acumulación de azúcares en las raíces de cítricos. 
(A) Las plantas de cítricos de 3 meses de edad se mantuvieron en hidroponía en 
solución de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad 
con una intensidad luminosa de 200 µmol m-2 s-1. 5 días antes del experimento las 
plantas se dividieron en 3 grupos, un grupo permaneció en las mismas condiciones 
(control) y los otros dos grupos se colocaron bajo mallas de manera que su intensidad 
de luz disminuyó a 120 y 10 µmol m-2 s-1, respectivamente. El día del experimento el 
influjo del ión 15NH4

+ se midió a las 8 h de iniciarse el periodo diurno. Cada punto es 
la media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real 
en plantas sometidas al mismo tratamiento que en (A). Los niveles de transcripción 
del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S medido en las 
mismas muestras.  
(C) Concentración de fructosa, glucosa y sacarosa en las raíces de cítricos. Cada punto 
es la media de 9 réplicas ± SE.  
Valores que muestran la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05). 
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La relación existente entre el influjo del ión 15NH4
+ y la 

disponibilidad de C en las raíces se pone de manifiesto al observar que 

cuando la intensidad de la luz disminuye desde 200 µmol m-2s-1 a 120 µmol 

m-2s-1 o a  10 µmol m-2s-1, el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS 

disminuye en un 45% y un 72%, respectivamente (Figura 23A). 

El  influjo mediado por el LATS no se ve afectado al disminuir la 

intensidad de luz  (Figura 23A). 

Asimismo, los niveles de transcripción del gen CitAMT1 en las 

raíces también disminuyen en los mismos tratamientos de intensidad de luz, 

en un 20 y un 80 %, respectivamente (Figura 23B).  

Además, el contenido en azúcares solubles también desciende al 

disminuir la intensidad de luz. Observándose que las concentraciones de 

fructosa, glucosa y sacarosa a 120  µmol m-2s-1 se reducen en un 37, 47 y 17 

% y a 10 µmol m-2s-1 disminuyen en un 73, 73 y 41 %, respectivamente 

(Figura 23C). 

En otro experimento se ha medido el efecto de la intensidad de la luz 

sobre los parámetros cinéticos para ver si se regula postranscripcionalmente 

el transporte del ión NH4
+. En este experimento, las plantas de cítricos se 

trataron como se ha descrito anteriormente.  

En estas condiciones se observa que el influjo del ión 15NH4
+ sigue 

un patrón cinético bifásico. A bajas [15NH4
+]o (< 1mM) el influjo del ión 

15NH4
+ sigue una cinética del tipo Michaelis-Menten, tanto en plantas control 

como en plantas sometidas a diferentes intensidades de luz, típica del los 

sistemas HATS saturables. En el rango de altas [15NH4
+]o (> 1 mM) el influjo 

del ión 15NH4
+ se incrementa de forma lineal, actuando el sistema no 

saturable LATS (Figura 24). 
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Figura 24. Cinética del influjo del ión 15NH4

+ mediado por el HATS y el LATS en 
plantas de cítricos en diferentes condiciones de intensidad de luz (200, 120 y 10 
µmol m-2 s-1). 
Las plantas de cítricos tras permanecer durante una semana en la solución de 
crecimiento (1 mM NH4NO3) se separaron en 3 grupos. Un grupo se mantuvo en las 
mismas condiciones y los otros dos grupos se colocaron bajo mallas de manera que su 
intensidad de luz disminuyó a 120 y 10 µmol m-2 s-1, respectivamente. El influjo del 
ión 15NH4

+ se midió al tercer día a diferentes [15NH4
+]o. Para obtener los valores 

correspondientes al LATS, se restó a cada punto medido a [15NH4
+]o > 1 mM el  valor 

de Vmáx  obtenida para el sistema HATS. Cada punto es la media de 24 réplicas ± SE. 
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Los parámetros cinéticos varían cuando se reduce la intensidad de 

luz a  120 y 10 µmol m-2 s-1, obteniéndose valores de Vmáx de 9.2 y  6.2 µmol 
15NH4

+ (g PS de raíz)-1 h-1 y de Km de 94.9 y 112 µM, respectivamente (Tabla 

5). 

El influjo mediado por el LATS no se ve afectado por las diferentes 

intensidades de luz aplicadas, obteniéndose una pendiente similar alrededor 

de 1.6 µmol 15NH4
+ (g PS de raíz)-1 h-1 mM-1 en todos los casos (Tabla 5). 

 
Tabla 5. Parámetros cinéticos del influjo del ión 15NH4

+ bajo diferentes intensidades 
luminosas.  

 

Intensidad de luz  (µmol m-2 s-1)  
Parámetros 

cinéticos 200 120 10 

Vmáx 15.2 ± 0.8a 9.2 ± 1.2b 6.2 ± 0.5c 

HATS 
Km 80.5 ± 5a 94.9 ± 6b 112 ± 8c 

a -0.4 0.8 1.7 

b 1.5 1.6 1.6 LATS 

r2 0.99 0.98 0.98 

Los valores de Vmáx se expresan en µmol (g PS)-1h-1. Los valores de Km se expresan en µM. 
Para obtener los valores correspondientes al LATS, se restó a cada punto medido a [15NH4

+]o > 
1 mM el  valor de Vmáx  obtenida para el sistema HATS. Cada punto es la media de 24 réplicas 
± SE. Valores que muestran la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05).  
 
 
4.2.4 Efecto de la adición de sacarosa  

 

Para comprobar si el principal compuesto sintetizado durante la 

fotosíntesis, como es la sacarosa, afecta al influjo del ión 15NH4
+ y a la 

expresión del gen CitAMT1 en plantas de cítricos, se adicionó sacarosa a las 

plantas tal y como se ha descrito en el apartado 3.6.4 del Material y 

Métodos.  
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Figura 25. Efecto de la adición de sacarosa durante el periodo de oscuridad sobre 
el influjo del ión 15NH4

+ y la expresión del gen CitAMT1.  
(A) Influjo del ión 15NH4

+ medido a las 3, 5 y 7 horas del inicio del periodo de 
oscuridad en plantas de cítricos mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento 
(control) o adicionadas  con sacarosa (+ sacarosa). La sacarosa se ha adicionado al 
inicio del periodo de oscuridad a una concentración 1 % (p/v). Cada punto es la media 
de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real, 
en plantas de cítricos sometidas al mismo tratamiento que en (A) Los niveles de 
transcripción del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S 
medido en las mismas muestras.  
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Se observa que después de 7 horas de adicionar sacarosa al inicio del 

periodo de oscuridad, se incrementa el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el 

HATS tres veces respecto del control (Figura 25A). Una respuesta similar, 

aunque menos acusada, se observa en la expresión del gen CitAMT1 (Figura 

25B), existiendo una correlación entre la expresión del gen y el influjo del 

ión 15NH4
+. Sin embargo, el influjo mediado por el LATS no se ve afectado 

por el tratamiento con sacarosa (Figura 25A).  
 
 

4.2.5 Efecto de la adición de diferentes azúcares y ácidos 

carboxílicos 

 

 Una vez comprobado que la sacarosa induce el influjo del ión 15NH4
+ 

y la expresión del gen CitAMT1, también se estudia el efecto de otros 

metabolitos carbonados como fructosa y glucosa y los ácidos carboxílicos, 2-

oxoglutarato y malato, para poder discernir la especificidad de estos 

compuestos. Para ello las plantas se trataron como se describe en el apartado 

3.5.4 del Material y Métodos. 

Al adicionar fructosa o glucosa al 1% (p/v) a la solución hidropónica 

de crecimiento al inicio del periodo de oscuridad, no se observan diferencias 

significativas respecto a las plantas control en el influjo del ión 15NH4
+ 

mediado por el HATS y por el LATS. Sin embargo, al adicionar sacarosa al 

1% (p/v), la actividad del HATS se incrementa 3 veces respecto al control, 

mientras que el sistema LATS no se ve afectado  (Figura 26A). 

Los niveles de expresión del gen CitAMT1 se incrementan al 

adicionar sacarosa respecto a las plantas control. Sin embargo, la expresión 

del gen no se modifica al adicionar fructosa o glucosa a la solución de 

crecimiento (Figura 26B). 
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Figura 26. Efecto de la adición de fructosa, glucosa y sacarosa durante el periodo 
de oscuridad sobre el influjo del ión 15NH4

+, la expresión del gen CitAMT1 y el 
contenido de azúcares en las raíces de cítricos.  
(A) Influjo del ión 15NH4

+ medido a las 5 horas del inicio del periodo de oscuridad en 
plantas de cítricos mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento (control) o 
adicionada de fructosa, glucosa o sacarosa. La fructosa, glucosa o sacarosa se han 
adicionado al inicio del periodo de oscuridad a una concentración 1 % (p/v). Cada 
punto es la media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real, 
en plantas de cítricos sometidas al mismo tratamiento que en (A) Los niveles de 
transcripción del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión de rRNA 18S 
medido en las mismas muestras.  
(C) El contenido de azúcares se determinó en plantas de cítricos sometidas al mismo 
tratamiento que en (A). Cada punto es la media de 9 réplicas ± SE. 
Valores que muestran la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05).  

 
 

 98



                                                                                               Resultados 

En la figura 26C se observa que la fructosa se acumula ligeramente 

en la raíz en respuesta a la adición exógena de fructosa y sacarosa. Sin 

embargo, esta acumulación no se produce al adicionar glucosa. Además, la 

concentración de glucosa en la raíz aumenta cuando se adiciona glucosa o 

sacarosa a la solución de crecimiento. Sin embargo, el contenido de sacarosa 

en la raíz únicamente se incrementa al adicionar sacarosa exógenamente. 

Por otra parte, la adición de 2-oxoglutarato o malato a una 

concentración de 10 mM a la solución hidropónica de crecimiento al inicio 

del periodo de oscuridad no produce ningún efecto sobre la actividad del 

HATS y del LATS ni en la transcripción del gen CitAMT1 (Figuras 27A y 

27B).  

La adición de estos ácidos orgánicos tampoco produce ningún efecto 

en la transcripción del gen CitAMT1, a pesar de que la adición de estos 

ácidos aumenta el contenido de sacarosa endógeno en las raíces (Figura 

27C).  
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Figura 27. Efecto de la adición de 2-oxoglutarato y malato durante el periodo de 
oscuridad sobre el influjo del ión 15NH4

+, la expresión del gen CitAMT1 y el 
contenido de azúcares en las raíces de cítricos.  
(A) Influjo del ión 15NH4

+ medido a las 5 horas del inicio del periodo de oscuridad en 
plantas de cítricos mantenidas en hidroponía en solución de crecimiento (control) o 
adicionada de 2-oxoglutarato y malato. El 2-oxoglutarato y malato se han adicionado 
al inicio del periodo de oscuridad a una concentración 1 % (p/v). Cada punto es la 
media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real, 
en plantas de cítricos sometidas al mismo tratamiento que en (A) Los niveles de 
transcripción del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión de rRNA 18S 
medido en las mismas muestras.  
(C) El contenido de sacarosa se determinó en plantas de cítricos sometidas al mismo 
tratamiento que en (A). Cada punto es la media de 12 réplicas ± SE.  
Valores que muestran la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05).  
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4.3 Efecto de la modificación del metabolismo del N 

sobre la regulación del influjo del ión NH4
+ y la 

expresión del gen CitAMT1 

  
4.3.1 Determinación de la preferencia de las plantas de cítricos 

por la fuente de N  

 

Para estimar la preferencia de los cítricos para absorber el ión NH4
+ 

o el ión NO3
-, las plantas se tratan como se indica en el apartado 3.6.1 del 

Material y Métodos.  

En la figura 28, se observa que las plantas de cítricos prefieren 

absorber NH4
+ frente al NO3

-. Tanto si uno de los dos iones se encuentran en 

la solución de influjo como única fuente de N (100% de 15NH4
+ y 100% de 

15NO3
-), como si se encuentran ambos combinados en diferentes 

proporciones (75:25; 50:50 y 25:75). Si en la solución se encuentra presente 

el 15NH4
+ como única fuente de N, el HATS absorbe 18.3 µmol de 15NH4

+ (g 

PS raíz)-1h-1, en cambio, si en la solución de influjo sólo está presente el ión 
15NO3

-, el HATS absorbe 3.6 µmol de 15NO3
- (g PS raíz)-1h-1 (Figura 28), lo 

que pone de manifiesto que a bajas concentraciones de NH4
+ o de NO3

- en el 

medio, los cítricos absorben cinco veces más 15NH4
+ que 15NO3

-. Asimismo, 

si en la solución están presentes ambos iones en diferentes proporciones, 

también se observa que las plantas siguen absorbiendo cinco veces más 

NH4
+ que NO3

-, independientemente de la proporción en la que se 

encuentren. 
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Figura 28. Influjo de los iones 15NH4
+ y 15NO3

- en función de sus diferentes 
proporciones en la solución de marcaje. 
Las plantas de cítricos se mantuvieron en la solución hidropónica de crecimiento (1 
mM NH4NO3) durante una semana hasta el inicio del experimento. Las soluciones de 
influjo (solución de marcaje) se prepararon utilizando diferentes proporciones (100:0; 
75:25; 50:50; 25:75) de (15NH4)2SO4/KNO3 o de K15NO3/(NH4)2SO4. Cada punto es la 
media de 18 réplicas ± SE. Valores que muestran la misma letra no son 
significativamente diferentes (p<0.05). 
 

 

El LATS se comporta de una manera similar al HATS. Si en la 

solución de influjo está presente únicamente el ión 15NH4
+, las plantas 

absorben 21.8 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1h-1 y si únicamente hay 15NO3

-, 

absorben 6.2 µmol de 15NO3
- (g PS raíz)-1h-1 (Figura 28), lo que indica que el 

LATS absorbe 3.5 veces más NH4
+ que NO3

-. Además, también se observa 
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que independientemente de las proporciones en las que se encuentren 

combinados ambos iones en la solución las plantas prefieren absorber NH4
+. 

Por último, en ambos sistemas de transporte del ión NH4
+, HATS y 

LATS, el influjo de éste ión está correlacionado de forma positiva con el 

incremento de su concentración en la relación NH4
+/NO3

-. Sin embargo, no 

se observa este efecto en el influjo del ión 15NO3
- mediado por ambos 

sistemas. 

 

4.3.2 Efecto del pretratamiento con diferentes proporciones de 

NH4
+ y NO3

-  

 

Con objeto de discernir, tanto a nivel fisiológico como molecular, si 

diferentes proporciones de NH4
+/NO3

- modifican la preferencia de la 

absorción del ión NH4
+, se utilizan plantas tratadas como se indica en el 

apartado 3.6.2 del Material y Métodos.  

En la figura 29, se observa que tras mantener las plantas de cítricos 

durante 3 días en diferentes proporciones de NH4
+/NO3

-, las plantas también 

prefieren absorber NH4
+ frente a NO3

-, tal y como se ha comprobado en el 

apartado anterior.  

Si las plantas se pretratan con NH4
+ como única fuente de N, el 

influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS es de 9.6 µmol de 15NH4

+ (g PS 

raíz)-1h-1 (Figura 29), siendo este valor más bajo que el obtenido cuando 

ambos iones están combinados en diferentes proporciones. Sin embargo, si 

en la solución hidropónica únicamente está presente el ión NO3
-, se produce 

un marcado incremento en el influjo del ión 15NH4
+ alcanzándose un valor de 

33.2 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1h-1.  

Por otra parte, el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el LATS no se 

ve afectado por las diferentes proporciones de NH4
+/NO3

- utilizadas en la 
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solución de crecimiento, siendo su valor entre 17 y 20 µmol de 15NH4
+ (g PS 

raíz)-1h-1.  

 

 
 
Figura 29. Efecto del pretratamiento con diferentes proporciones de NH4

+/NO3
- 

sobre el influjo de 15N. 
El influjo de 15N  se midió al tercer día de transferir las plantas de cítricos desde la 
solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) a la solución de Hoagland modificada 
carente de N y adicionada con diferentes proporciones (100:0; 75:25; 50:50; 25:75; 
0:100) de (NH4)2SO4 / KNO3 a una concentración final de N de 1 mM Cada punto es 
la media de 18 réplicas ± SE. Valores que muestran la misma letra no son 
significativamente diferentes (p<0.05). 

 
 

Tal y como muestra la figura 29, el influjo del ión 15NO3
- mediado 

por el HATS, cuando en la solución esta presente el NH4
+ como única fuente 

de N, es de 4.5 µmol de 15NO3
- (g PS raíz)-1s-1. El influjo de este ión se 
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reduce cuando está presente el NO3
- junto al NH4

+ en diferentes 

proporciones, o como única fuente de N, alcanzando un valor de 

aproximadamente 3 µmol de 15NO3
- (g PS raíz)-1h-1, es decir, el influjo del 

ión 15NO3
- se reduce hasta niveles basales a cuando el NO3

- está presente a 

bajas concentraciones externas. 

Respecto al influjo del ión 15NO3
- mediado por el LATS no existen 

diferencias significativas cuando se adicionan diferentes proporciones de 

ambos iones, alcanzando valores de influjo del ión 15NO3
- comprendidos 

entre 3 y 5 µmol de 15NO3
- (g PS raíz)-1h-1. 

En la figura 30 se observa que la expresión relativa del gen CitAMT1 

es similar si las plantas de cítricos se mantienen durante 3 días con diferentes 

proporciones de ambos iones o con NO3
- como única fuente de N. Sin 

embargo, su expresión es menor si en el medio hidropónico está presente 

únicamente el NH4
+. 

La máxima expresión del gen CitNRT2 se obtiene cuando en la 

solución hidropónica está presente únicamente el ión NH4
+, sin embargo 

cuando únicamente hay NO3
- en la solución, su expresión es más baja que 

cuando están presentes ambos iones en distintas proporciones.  

En las figuras 29 y 30, se observa que hay una correlación positiva 

entre la expresión del gen CitAMT1 y el influjo del ión 15NH4
+ mediado por 

el HATS cuando se adiciona NH4
+ como única fuente de N o ambos iones en 

las diferentes proporciones. Sin embargo, no hay correlación cuando se 

pretratan las plantas con NO3
- como única fuente de N, donde el nivel de 

expresión del gen CitAMT1 no explica el aumento observado en el influjo 

del ión 15NH4
+. 
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Figura 30. Efecto del pretratamiento con diferentes proporciones de NH4
+/NO3

- 
sobre la expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2. 
La expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 se determinó en las raíces de las 
plantas de cítricos al tercer día de transferir las plantas desde la solución de 
crecimiento (1 mM NH4NO3) a la solución de Hoagland modificada carente de N y 
adicionada con diferentes proporciones (100:0; 75:25; 50:50; 25:75; 0:100) de 
(NH4)2SO4 / KNO3 a una concentración final de 1 mM de N total. Los niveles de 
transcripción de los genes CitAMT1 y CitNRT2 se normalizaron frente a la expresión 
del rRNA 18S medido en las mismas muestras.  
 
 

Asimismo, la expresión del gen CitNRT2 y el influjo del ión 15NO3
- 

mediado por el HATS están correlacionados ligeramente cuando se adiciona 

NH4
+ o NO3

- en las proporciones indicadas. 
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4.3.3 Efecto de la carencia de NH4
+ y de la carencia de N 

 

Con objeto de discernir si la ausencia del ión NH4
+ o la presencia del 

ión NO3
- son los responsables del incremento del influjo del ión 15NH4

+ 

mediado por el HATS, aunque se mantiene a un nivel constante la expresión 

del gen CitAMT1, al pretratar las plantas durantes 3 días con NO3
-, se 

realizaron los experimentos detallados a continuación, utilizando plantas de 

cítricos tratadas como se indica en el apartado 3.6.3 del Material y Métodos.  

 

4.3.3.1 Efecto de la carencia de NH4
+  

 

En condiciones de carencia de NH4
+ (presencia del ión NO3

-), el 

influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS se incrementa alcanzándose un 

pico de máxima absorción de 32.4 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1h-1a los 3 días 

desde el inicio del tratamiento (Figura 31A). Posteriormente, el influjo se 

reduce hasta niveles basales. Por tanto, las plantas reaccionan a la carencia 

de NH4
+, de-reprimiendo el HATS durante los 3 primeros días de tratamiento 

y de-induciéndolo hasta los 7 días de tratamiento. 

Por otra parte, el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el LATS 

permanece prácticamente constante durante el periodo de tratamiento 

(Figura 31A). 

La expresión del gen CitAMT1 no se modifica a lo largo del 

tratamiento cuando las plantas se mantienen en carencia de NH4
+ (Figura 

31B). 
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Figura 31. Efecto de la carencia de NH4

+ sobre el influjo del ión 15NH4
+ y  la 

expresión del gen CitAMT1 en las raíces de cítricos. 
(A) El influjo del ión 15NH4

+  se midió diariamente después de transferir las plantas de 
cítricos desde la solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) a la solución de Hoagland 
carente de N y adicionada de 1 mM de KNO3. Cada punto es la media de 18 réplicas ± 
SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real 
en plantas sometidas al mismo tratamiento que en (A). Los niveles de transcripción 
del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S medido en las 
mismas muestras. 
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4.3.3.2 Efecto de la carencia de N 

 

El incremento observado, en el apartado anterior, en la actividad del 

influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS, podría deberse tanto a la 

ausencia de NH4
+ como a la presencia del ión NO3

- en la solución. Con 

objeto de discernir el efecto del NO3
-, éste se eliminó también de la solución, 

estudiándose el efecto de la carencia completa de N en el influjo del ión 
15NH4

+ y en la expresión del gen CitAMT1. 

Se observa que las plantas, a los 2 días de tratamiento, alcanzan un 

pico máximo de influjo del ión 15NH4
+ de 39.6 µmol de 15NH4

+ (g PS raíz)-1h-

1 y posteriormente éste disminuye hasta alcanzar a los 7 días, valores basales 

similares a los del inicio del experimento (10.4 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1     

h-1) (Figura 32A).  

El influjo del ión 15NH4
+ mediado por el sistema LATS permanece 

constante, siguiendo un comportamiento similar al observado en condiciones 

de carencia de NH4
+ (Figura 32A).  

Los resultados muestran que existe una estrecha correlación entre el 

influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS y la expresión del gen CitAMT1 

(Figuras 32A y B). Se observa al igual que ocurría con el influjo del ión 
15NH4

+ (Figura 32A) que la expresión del gen CitAMT1, se de-reprime 

durante los 2 primeros días y posteriormente, se de-induce hasta los 7 días 

(Figura 32B). 
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Figura 32. Efecto de la carencia de N sobre el influjo del ión 15NH4

+ y la 
expresión del gen CitAMT1 en las raíces de cítricos. 
(A) El influjo del ión 15NH4

+ se midió diariamente después de transferir las plantas de 
cítricos desde la solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) a la solución de Hoagland 
modificada carente de N. Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE. 
(B) Determinación de la expresión del gen CitAMT1 mediante PCR en Tiempo Real 
en plantas sometidas al mismo tratamiento que en (A). Los niveles de transcripción 
del gen CitAMT1 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S medido en las 
mismas muestras. 
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4.3.3.3 Efecto de la carencia de NH4
+ y de N sobre los parámetros 

cinéticos  

 

Con objeto de explicar si el mecanismo regulador del influjo del ión 
15NH4

+ en condiciones de carencia total y en carencia de NH4
+ es similar, se 

estudia el efecto de ambas carencias sobre los parámetros cinéticos.  

Cuando las plantas se someten a carencia de NH4
+ o de N se observa 

que se modifican los parámetros cinéticos respecto a las plantas control. En 

ambos casos siguen manteniendo un patrón cinético bifásico pero los valores 

de Km se reducen. En plantas que han sido sometidas a carencia de NH4
+ 

alcanzan valores de 55 µM y en plantas sometidas a carencia de N valores de 

71 µM, lo que indica que tienen una mayor afinidad por el sustrato que las 

plantas control. Respecto a los valores de  Vmáx, éstos se incrementan desde 

un valor de 12.6 en plantas control a 30.4 y 26.6 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-

1h-1 en plantas crecidas en carencia de NH4
+ o de N, respectivamente, 

incrementándose la capacidad de absorción del ión NH4
+ respecto a las 

plantas control (Figura 33, Tabla 6). 
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Figura 33. Cinética del influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS y el LATS en 

plantas de cítricos sometidas a carencia de NH4
+ o a carencia de N. 

Las plantas de cítricos tras permanecer durante una semana en la solución de 
crecimiento (1 mM NH4NO3)  se separaron en 3 grupos. Un grupo se mantuvo en las 
mismas condiciones, otro grupo en solución de Hoagland carente por completo de 
nitrógeno (carencia N) y el tercer grupo en solución de Hoagland carente de NH4

+ 
pero adicionada de 1 mM de KNO3 durante 3 días (carencia NH4

+). El influjo del ión 
15NH4

+  se midió al tercer día a diferentes [15NH4
+]o. Para obtener los valores 

correspondientes al LATS, se restó a cada punto medido a [15NH4
+]o > 1 mM el  valor 

de Vmáx  obtenida para el sistema HATS. Cada punto es la media de 24 réplicas ± SE. 
 

 112



                                                                                               Resultados 

El influjo del ión 15NH4
+ mediado por el LATS no se ve afectado por 

los tratamientos de carencia, obteniéndose una pendiente similar en todos los 

casos alcanzándose valores próximos a 2.5 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1h-

1mM-1 (Figura 33, Tabla 6). 

 
Tabla 6. Parámetros cinéticos del influjo del ión 15NH4

+  bajo  condiciones de carencia.  
 
 Parámetros 

cinéticos  
Control Carencia NH4

+ Carencia N 

Vmáx 12.6  ± 0.8a 30.4  ± 1.5b 26.6 ± 1b 

HATS 
Km  86 ± 6a 55 ± 4b 71 ± 5c 

a 1.8 2.3 2.3 

b 2.3 2.5 2.5 LATS 

r2 0.99 0.98 0.99 

Los valores de Vmáx se expresan en µmol (g PS)-1h-1. Los valores de Km se expresan en µM. 
Para obtener los valores correspondientes al LATS, se restó a cada punto medido a [15NH4

+]o 
> 1 mM el  valor de Vmáx  obtenida para el sistema HATS. Cada punto es la media de 24 
réplicas ± SE. Valores que muestran la misma letra no son significativamente diferentes 
(p<0.05). 

 

 

4.3.4 Efecto de la adición de los iones NH4
+ y NO3

- en condiciones 

de de-represión y de de-inducción 

 

La carencia de N, no así la carencia de NH4
+, presenta mecanismos 

de regulación del influjo del ión 15NH4
+ y de la expresión del gen CitAMT1, 

distintos en función del tiempo. Para estudiar que mecanismos operan en 

función de la fuente de N y de su concentración, se estudió como afecta la 

adición de NH4
+ y NO3

- en condiciones de de-represión y de-inducción. 
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4.3.4.1 Condiciones de de-represión  

 

Para llevar a cabo este experimento las plantas de citrange Troyer se 

trataron como se indica en el apartados 3.6.4 del Material y Métodos. 

En la figura 34, al igual que se observa en la figura 32, los sistemas 

de transporte de alta afinidad se encuentran de-reprimidos cuando las plantas 

de cítricos han permanecido durantes 3 días en condiciones de carencia total 

de nitrógeno. Los valores de influjo del ión 15NH4
+ son de 14 µmol de 

15NH4
+ (g PS raíz)-1h-1 en las plantas control y de 34 µmol de 15NH4

+ (g PS 

raíz)-1h-1 en las plantas sometidas a carencia de N. Por lo tanto, en 

condiciones de carencia de N, el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el 

HATS, se incrementa 2.5 veces. Sin embargo, cuando se adiciona NH4
+ a 

ambas concentraciones, 0.2 y 10 mM, se produce, a las 24 horas, la represión 

del influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS, disminuyendo éste a 28 

µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1h-1 y 23.4 µmol de 15NH4

+ (g PS raíz)-1h-1, 

respectivamente. 

Por último, al adicionar NO3
- a 0.2 y 10 mM, se observa que el 

influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS no se ve afectado por ninguna 

de las dos concentraciones, manteniéndose valores próximos a 36 µmol de 
15NH4

+ (g PS raíz)-1h-1. 

La adición de NH4
+ o NO3

- a ambas concentraciones 0.2 y 10 mM no 

afecta al influjo del ión 15NH4
+ mediado por el LATS, permaneciendo su 

valor próximo a 20 µmol de 15NH4
+ (g PS raíz)-1h-1). 
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Figura 34. Efecto de la adición de los iones NH4
+ y NO3

- sobre la regulación del 
influjo del ión 15NH4

+ en condiciones de de-represión. 
Las plantas de cítricos se mantuvieron en solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) y 
se midió el influjo del ión 15NH4

+ al inicio del experimento (control). Posteriormente, 
las plantas permanecieron durante 3 días en solución de Hoagland carente de N (-N). 
Transcurridos 3 días las plantas se separaron en 4 grupos, a los grupos 1 y 2 se les 
adicionó NH4

+ a una concentración de 0.2 y 10 mM, respectivamente y a los grupos 3 
y 4 se les adicionó NO3

- a una concentración de 0.2 y 10 mM, respectivamente. El 
influjo del ión 15NH4

+ se midió transcurridas 24 horas de la adición de los iones NH4
+ 

y NO3
-. Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE. Valores que muestran la misma 

letra no son significativamente diferentes (p<0.05). 
 

En la figura 35, se muestra como el gen CitAMT1, al igual que 

ocurre con el HATS, a los 3 días de carencia de N se de-reprime. Cuando se 

adiciona NH4
+ a 0.2 y 10 mM, se observa un descenso en el nivel de 

transcritos del gen. También se observa un descenso aunque más leve en la 

expresión del gen, al adicionar NO3
-, a ambas concentraciones, 0.2 y 10 mM. 
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Figura 35. Efecto de la adición de los iones NH4

+ y NO3
- sobre la regulación de la 

expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 en condiciones de de-represión. 
La expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 se determinó en las raíces de las 
plantas de cítricos mantenidas en solución de crecimiento (control). Posteriormente, 
las plantas permanecieron durante 3 días en solución de Hoagland carente de N y se 
midió la expresión de ambos genes (-N). Una vez transcurridos los 3 días las plantas 
se separaron en 4 grupos, a los grupos 1 y 2 se les adicionó NH4

+ a una concentración 
de 0.2 y 10 mM respectivamente y a los grupos 3 y 4 se les adicionó NO3

- a una 
concentración de 0.2 y 10 mM respectivamente. En estos grupos, la expresión de 
ambos genes se determinó en las raíces de cítricos a las 24 horas desde el momento de 
la adición de los iones NH4

+ y NO3
-. Los niveles de transcripción de los genes 

CitAMT1 y CitNRT2 se normalizaron frente a la expresión del rRNA 18S medido en 
las mismas muestras.  
 

Por otra parte, el gen CitNRT2 también se de-reprime a los 3 días de 

carencia de N, aunque sus niveles de transcripción son 3.5 veces más 

pequeños que los del gen CitAMT1 (Figura 35). En este caso, los niveles de 

transcripción del gen CitNRT2 siguen incrementándose a las 24 horas, si en 
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la solución de carencia se adiciona NH4
+ o NO3

- a ambas concentraciones 

(0.2 mM y 10 mM).  

 

4.3.4.2  Condiciones de de-inducción 

 

Para llevar a cabo este experimento las plantas de citrange Troyer se 

trataron como se indica en el apartados 3.6.5 del Material y Métodos. 

En la figura 36, al igual que se observa en la figura 31, los sistemas 

de transporte de alta afinidad se encuentran de-inducidos cuando las plantas 

de cítricos han permanecido durantes 7 días en condiciones de carencia total 

de N. Una vez sometidas las plantas a un periodo de de-inducción durante 7 

días, se adicionó NH4
+ y NO3

- a concentraciones 0.2 y 10 mM, observándose 

un incremento en el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS a las 24 

horas, respecto de las plantas control y respecto de las plantas de-inducidas.  

La adición de NH4
+ y de NO3

- a la solución carente de N a las 

concentraciones 0.2 y 10 mM no produce ningún efecto en el influjo del ión 
15NH4

+ mediado por el LATS a las 24 horas de su adición, manteniéndose 

sus niveles constantes (Figura 36). 
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Figura 36. Efecto de la adición de los iones NH4

+ y NO3
- sobre la regulación del 

influjo del ión 15NH4
+ en condiciones de de-inducción. 

Las plantas de cítricos se mantuvieron en solución de crecimiento (1 mM NH4NO3) y 
se midió el influjo del ión 15NH4

+ al inicio del experimento (control). Posteriormente, 
las plantas permanecieron durante 7 días en solución de Hoagland carente de N (-N). 
Transcurridos los 7 días las plantas se separaron en 4 grupos, a los grupos 1 y 2 se les 
adicionó NH4

+ a una concentración de 0.2 y 10 mM respectivamente y a los grupos 3 
y 4 se les adicionó NO3

- a una concentración de 0.2 y 10 mM respectivamente. El 
influjo del ión 15NH4

+ se midió transcurridas 24 horas de la adición de los iones NH4
+ 

y NO3
-. Cada punto es la media de 18 réplicas ± SE. Valores que muestran la misma 

letra no son significativamente diferentes (p<0.05). 
 

Respecto a la expresión del gen CitAMT1 se observa que en 

condiciones de carencia de 7 días su expresión es similar a la obtenida en 

plantas control (Figura 37). La adición de NH4
+ a 0.2 y 10 mM  produce a las 

24 horas un aumento en los niveles de transcritos del gen. Sin embargo la 

adición de NO3
- (0.2 y 10 mM) no produce ningún efecto sobre su expresión.  
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Por otra parte, los niveles de expresión relativos del gen CitNRT2 

también son similares en plantas control y en plantas mantenidas en 

condiciones de carencia de 7 días (Figura 37). En este caso, los niveles de 

transcripción del CitNRT2 no varían si se adiciona NH4
+ a 0.2 y 10 mM. Sin 

embargo, al adicionar NO3
- a ambas concentraciones (0.2 y 10 mM) se 

incrementan sus niveles de expresión. 

 
 

Figura 37. Efecto de la adición de los iones NH4
+ y NO3

- sobre la regulación de la 
expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 en condiciones de de-inducción. 
La expresión de los genes CitAMT1 y CitNRT2 se determinó en las raíces de las 
plantas de cítricos mantenidas en solución de crecimiento (control). Posteriormente, 
las plantas permanecieron durante 7 días en solución de Hoagland carente de N y se 
midió la expresión de ambos genes (-N). Una vez transcurridos los 7 días las plantas 
se separaron en 4 grupos, a los grupos 1 y 2 se les adicionó NH4

+ a una concentración 
de 0.2 y 10 mM respectivamente y a los grupos 3 y 4 se les adicionó NO3

- a una 
concentración de 0.2 y 10 mM respectivamente. En estos grupos, la expresión de 
ambos genes se determinó en las raíces de cítricos a las 24 horas del momento de la 
adición de los iones NH4

+ y NO3
-. Los niveles de transcripción de los genes CitAMT1 

y CitNRT2 se normalizaron frente a la expresión de rRNA 18S medido en las mismas 
muestras.  
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5. DISCUSIÓN 
 

5.1 Identificación y caracterización de los cDNAs de los genes 

CitAMT1 y CitNRT2 

 
Se han aislado por primera vez los cDNA de los genes CitAMT1 y 

CitNRT2, pertenecientes a la familia de genes AMT1 y NRT2, que codifican 

sistemas de transporte de alta afinidad (HATS) implicados en el influjo de 

los iones 15NH4
+ y 15NO3

-, respectivamente. Anteriormente, se han 

identificado genes homólogos al gen CitAMT1 en otras especies vegetales 

tales como Solanum lycopersicon (Lauter y col., 1996, von Wirén y col., 

2000b), Arabidopsis thaliana (Gazzarrini y col., 1999), Oryza sativa (von 

Wirén y col., 1997; Saiki y col., 2002; Kumar y col., 2003), Brassica napus 

(Pearson y col., 2002) y Lotus japonicus (Salvemini y col., 2001, D'Apuzzo 

y col., 2004). Asimismo, se han identificado genes homólogos del gen 

CitNRT2 en Hordeum vulgare (Trueman y col., 1996); Glycine max 

(Amarasinghe y col., 1998), Arabidopsis thaliana (Filleur y Daniel-Vedele, 

1999) y Solanum lycopersicon  (Ono y col., 2000). 

Se comparó la homología de las secuencias de aminoácidos de los 

transportadores CitAMT1 y CitNRT2 con las secuencias conocidas en otras 

especies vegetales, obteniéndose una homología para el CitAMT1 del 85%, 
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80.9% y 80% con Lotus japonicus (AAG24944), Camelia sinensis 

(AB117640) y Arabidopsis thaliana (P54144), respectivamente (Figuras 9 y 

10). A su vez, para el transportador CitNRT2, se ha obtenido una homología 

de 89 % con Prunus persica (BAD02939) y Glicine max (AAC09320) y del 

87 % con Populus tremula x Populus tremuloides (CAG26716) (Figuras 11 

y 12). El análisis de hidrofobicidad de ambas secuencias muestra que la 

proteína CitAMT1 presenta 11 dominios transmembrana con el extremo N-

terminal extracitosólico y el C-terminal citosólico y la proteína CitNRT2 

presenta 12 dominios transmembrana con ambos extremos N y C terminales 

citosólicos, de acuerdo con las predicciones hechas en otras especies 

vegetales (Figuras 13 y 14) (Howitt y Udvardi, 2000; Forde, 2000). Estos 

resultados sugieren que CitAMT1 es un nuevo miembro de la familia de 

transportadores AMT y CitNRT2 es un nuevo miembro de la familia de 

transportadores NRT2, siendo los primeros transportadores de NH4
+ y de 

NO3
-, respectivamente, que se han identificado en cítricos. 

 El gen CitAMT1 se expresa en hojas, tallos y mayoritariamente en 

las raíces. En condiciones de carencia, se incrementa su expresión en las 

raíces, mientras que en las hojas se reduce (Figura 15). Esta reciprocidad en 

la expresión del gen CitAMT1 en raíces u hojas en función de la 

concentración del N disponible en el medio, podría deberse a que en 

condiciones de carencia de N, la raíz necesita activar los transportadores de 

NH4
+ para captar el máximo N posible del medio. Sin embargo, en 

condiciones óptimas de N en la planta, el sistema fotosintético producirá una 

gran cantidad de esqueletos carbonados necesarios para la asimilación de N, 

incrementándose así la demanda de N por la planta. En este caso de gran 

demanda de N, la absorción del NH4
+ se produciría por el LATS y el NH4

+ 

absorbido se transportaría a través del xilema hacía las hojas, donde se 

requeriría una elevada expresión del gen CitAMT1, para que las células de la 
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hoja satisfagan su demanda de NH4
+ y sinteticen aminoácidos (Engineer y 

Kranz, 2007). Otra posible explicación del aumento de la expresión del gen 

CitAMT1 en hojas, podría ser evitar la pérdida del NH4
+ que se produce 

durante el proceso de fotorrespiración, incorporándolo nuevamente a la 

célula (Mayer y Ludewing, 2006). 

 

 

5.2 Efecto de la modificación del metabolismo del C sobre la 

regulación del influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 

 

La fotosíntesis regula la absorción del ión NH4
+ en plantas de 

cítricos 

 
Nuestros resultados muestran que el influjo del ión 15NH4

+, mediado 

por el HATS en plantas de cítricos, es fuertemente dependiente de la luz y 

muestra marcados cambios diurnos, presentando una elevada tasa de influjo 

en la mitad del periodo diurno y una tasa muy baja durante el periodo de 

oscuridad (Figura 16). Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos 

en otras especies vegetales, en los que se ha puesto de manifiesto que la 

absorción del ión NH4
+ y de otros iones como NO3

-, SO4
2- o K+ son 

dependientes de la luz y de las fluctuaciones diurnas (Delhon y col., 1995a; 

Peuke y Jeschke, 1998; Gazzarrini y col., 1999; Lejay y col., 1999; Kumar y 

col., 2003). Además, como se ha encontrado previamente en plantas 

herbáceas (Delhon y col., 1996; Lejay y col., 1999 y 2003; Matt y col., 

2001), los cambios diurnos observados en la absorción del ión NH4
+ en 

plantas de cítricos, no son debidos a la luz por si misma, sino a los 

fotoasimilados que podrían regular los sistemas de transporte del ión  NH4
+ 
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presentes en la raíz por varias razones: primero, la actividad del HATS para 

el ión NH4
+ (no así la del LATS) se estimula fuertemente al añadir sacarosa 

en la solución nutritiva durante el periodo de oscuridad (Figura 25); 

segundo, los cambios diurnos de la actividad del HATS para el ión NH4
+ se 

correlacionan con la fotosíntesis y la acumulación de azúcares solubles en la 

raíz (comparar figuras 16 y 18); tercero, la luz continua mantiene un valor 

constante del influjo del ión 15NH4
+ a lo largo de las 24 h (Figura 22), lo que 

indica que las fluctuaciones día/noche, de la actividad del HATS, no son 

debidas al ritmo circadiano. Finalmente, se observa que la actividad del 

HATS es bruscamente reducida cuando las plantas son expuestas a bajas 

intensidades de luz, lo que demuestra que el efecto de la luz es cuantitativo, 

como era de esperar si existe un control asociado a la fotosíntesis. 

En resumen, nuestros resultados revelan que, en cítricos, la 

regulación del influjo del ión 15NH4
+ es muy similar a lo que sucede en 

plantas herbáceas (Delhon y col. 1996; Gazzarrini y col., 1999; Lejay y col., 

1999 y 2003). Sin embargo en este trabajo, se ha encontrado un resultado 

original, que muestra un estrecho paralelismo entre los cambios diurnos de la 

actividad del HATS para el ión NH4
+, la actividad fotosintética y la 

acumulación de azúcares en la raíz. En todos ellos, se observa un pico de 

máxima actividad a la mitad del periodo diurno, lo que sugiere una 

dependencia, casi inmediata, del transporte de la sacarosa hacia la raíz para 

que tenga lugar la  absorción del ión NH4
+. Se sabe que la absorción de 

ambos iones NH4
+ y NO3

- es afectada en pocas horas, tanto por la intensidad 

de la luz como por la concentración de CO2 en la atmósfera (Delhon y col. 

1996; Matt y col., 2001), aunque la respuesta es más pronunciada para el ión 

NH4
+ (Matt y col., 2001), ya que muestra un mayor cambio a las variaciones 

diurnas que el ión NO3
- (Ourry y col., 1996; Lejay y col., 1999; Gazzarrini y 

col., 1999; Kumar y col., 2003). Estos resultados resaltan el importante papel 
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que juega la fotosíntesis sobre la regulación de la adquisición del ión NH4
+ 

en las raíces. Otros estudios muestran que el ión NH4
+, debido a los  bajos 

niveles encontrados en la raíz, es asimilado principalmente en este órgano 

(Chaillou y col., 1994), ésto sugiere  que los esqueletos carbonados deben de 

estar disponibles en las raíces para poder incorporar cada ión de NH4
+ 

absorbido por los sistemas de transporte. Este fuerte requerimiento de 

esqueletos carbonados, que no es aplicable a otros nutrientes minerales, es 

una razón convincente para asumir una respuesta rápida y apreciable de la 

absorción del ión NH4
+ en las raíces ante cualquier cambio ambiental que 

afecte a la fotosíntesis. Por otro lado, nuestros datos proporcionan una nueva 

idea respecto a este hecho, al mostrar que el influjo del ión 15NH4
+ mediado 

por el HATS, también responde a la regulación endógena de la fotosíntesis 

que tiene lugar en ausencia de cambios ambientales. De hecho, el declive en 

la fijación de CO2 al final del día, que se da en plantas expuestas a luz 

artificial de intensidad constante, ha sido atribuido con frecuencia al ritmo 

circadiano o a una retro-inhibición de la fotosíntesis (Rolland y col., 2002). 

En cítricos se ha encontrado que la actividad del HATS para el ión NH4
+ 

sigue el mismo patrón que la actividad fotosintética en esas circunstancias, 

confirmando que los cambios diurnos del influjo de 15NH4
+ son 

determinados, en última instancia, por las variaciones en la síntesis de 

carbohidratos y su transporte a las raíces como se  ha demostrado con 

anterioridad por otros autores (Riens y col. 1994; Delhon y col. 1996). 

Otro interesante resultado encontrado en este trabajo, es que cuando 

las plantas de cítricos están expuestas durantes varios días a luz continua, los 

cambios diurnos de la actividad HATS para el ión NH4
+ desaparecen, sin que 

se observe un incremento de la capacidad de absorción del ión NH4
+ a lo 

largo del periodo estudiado (comparar figuras 16 y 22). Efectivamente, la 

estimulación observada de la actividad HATS para el ión NH4
+, durante el 
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periodo que correspondería con el de oscuridad, es compensada por una 

reducción en la absorción del ión NH4
+ durante el resto del día. Esto indica 

que, a pesar de la regulación que ejerce la fotosíntesis, durante el ciclo 

día/noche, sobre los sistemas de absorción del ión NH4
+ de las raíces, no es 

un factor que controle completamente la adquisición del ión NH4
+ por las 

plantas. Esto podría sugerir que la exposición a la luz continua, en gran parte 

estaría compensada por una baja actividad fotosintética, que produciría la 

misma cantidad diaria de C fijado que cuando la planta está sometida a un 

fotoperiodo normal. Alternativamente, en condiciones de luz continua 

debería tener lugar, una mayor producción de esqueletos carbonados que 

provocaría un incremento de la absorción del ión NH4
+. Sin embargo este 

hecho no ocurre, probablemente debido a que esté actuando otro mecanismo 

de regulación como es la represión de la absorción del ión NH4
+ por retro-

inhibición producida por metabolitos nitrogenados formados en el proceso 

de asimilación (Rawat y col., 1999; von Wirén y col., 2000a; Cerezo y col., 

2001b; Loqué y von Wirén, 2004). Independientemente del mecanismo 

implicado, nuestros datos confirman que los cambios diurnos regulan a los 

sistemas de absorción y son importantes para que la planta ajuste la 

adquisición del N en función de la demanda necesaria para su crecimiento. 

 

La expresión del gen CitAMT1 es inducible por sacarosa y podría 

justificar la regulación del HATS para el ión NH4
+ causada por 

fotosíntesis 

 

Otro resultado interesante encontrado, es que las condiciones de 

luz/oscuridad o la adición de sacarosa afectan a la actividad del HATS, pero 

no a la del LATS para el ión NH4
+ (Figuras 16, 22, 23, 24 y 25). El influjo 

del ión 15NH4
+ mediado por el LATS en ausencia de luz o en condiciones de 

128 



                                                                                                 Discusión 

bajo contenido de C permanece constante, posiblemente porque no hay en la 

planta limitación de energía o baja transpiración. Por el contrario, se observa 

en estas condiciones una represión de los sistemas de absorción HATS y 

además, la disminución de la intensidad luminosa modifica los parámetros 

cinéticos (Km y Vmáx, Tabla 5), sugiriendo que estos sistemas de transporte, 

pueden estar regulados a nivel postranscripcional por la fotosíntesis. 

Aunque en este estudio no hemos investigado otros posibles 

miembros de la familia génica AMT1 en cítricos, nuestros datos muestran 

que CitAMT1 es probablemente uno de los transportadores que regula el 

HATS para el NH4
+ por la fotosíntesis. Efectivamente, la acumulación del 

mRNA, en las raíces del gen CitAMT1 es fuertemente estimulada tanto por la 

luz como por la sacarosa (Figuras 16, 21, 23, 24 y 25). Este hallazgo, sugiere 

que el control ejercido por la luz y los azúcares actúa a nivel molecular y son 

la clave del proceso regulador de la expresión de los genes responsables de 

codificar los transportadores del ión NH4
+ en las raíces. Además, existe una 

estrecha correlación entre la actividad HATS para el ión NH4
+ y el nivel de 

transcritos del gen CitAMT1 en respuesta a los tratamientos con diferentes 

intensidades de luz o a la adición de azúcares en las raíces. Por ello, 

postulamos que la regulación del influjo del ión 15NH4
+ por la fotosíntesis, es 

causada, al menos en parte, por cambios en la expresión del gen CitAMT1. 

Debido al patrón similar encontrado entre el contenido de azúcares endógeno 

en las raíces y la fotosíntesis, sugerimos que, los azúcares podrían ser las 

moléculas señal que modulan la expresión del gen CitAMT1 en función de la 

fotosíntesis, siendo el nexo de unión entre el metabolismo del C y del N en 

las plantas. Resultados similares han sido encontrados con anterioridad en 

Arabidopsis thaliana (Gazzarrini et al, 1999; Lejay y col., 2003), Solanum 

lycopersicon (von Wirén y col., 2000b) y Oryza Sativa (Kumar y col., 2003), 

en los que se comprobó que los genes AMT también se inducían por luz y/o 
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azúcares y estaban sujetos a cambios diurnos y estos cambios eran paralelos 

a la absorción del ión NH4
+. Recientemente Blasing y col. (2005), han 

encontrado que los azúcares contribuyen en mayor medida a los cambios de  

expresión de diferentes genes durante el ciclo diurno, que la propia luz y los 

metabolitos nitrogenados. 

Los datos disponibles para A. thaliana confirman que los niveles de 

mRNA regulan el transporte de los iones NO3
- y NH4

+ por un estimulo dado 

y son los responsables de la respuesta del HATS para los iones NO3
- y NH4

+ 

a esos estímulos. De hecho, mutantes “knock-out” deficientes en el gen 

AtAMT1.1 han perdido parte de la de-represión del HATS para el ión NH4
+ 

en condiciones de carencia de N (Kaiser y col., 2002; Loqué y col., 2006). 

Lo mismo ocurre en mutantes carentes en el transportador del ión NO3
-, 

AtNRT2.1, inducible por sacarosa, en el que la respuesta del HATS para el 

ión NO3
- a tratamientos de luz y adición de sacarosa está muy atenuada 

cuando se comparan con el ecotipo silvestre (Lejay y col., 2003). Los 

resultados anteriores resaltan la importancia de la regulación a nivel 

transcripcional de los genes AMT1, sin embargo nuestros resultados no 

permiten descartar que también estén implicados mecanismos de regulación 

a nivel postranscripcional como han descrito anteriormente otros autores 

(Rawat y col., 1999; Loqué y von Wirén, 2004). 

 

La regulación de la expresión del gen CitAMT1 es específica de 

sacarosa 

 
En conjunto nuestros datos indican que la regulación de la absorción 

del ión NH4
+ es bastante similar tanto a nivel fisiológico como molecular en 

plantas herbáceas y en plantas de cítricos. De este modo, el gen CitAMT1 

parece ser que juega el mismo papel que los genes AtAMT1.2 y AtAMT1.3 en 
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Arabidopsis thaliana, o como el gen OsAMT1.3 en arroz, asegurando el 

control por la fotosíntesis del influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS. 

Sin embargo, un hecho original de este trabajo es que la expresión del gen 

CitAMT1 y la actividad HATS para el ión NH4
+ parecen estar 

específicamente estimuladas por la sacarosa y no por otros azúcares solubles 

como la glucosa y la fructosa, ni por ácidos carboxílicos como el 2-

oxoglutarato y el malato (Figuras 26 y 27). De acuerdo con esto, la mejor 

correlación entre la expresión del gen CitAMT1 y la concentración de 

azúcares en la raíz, se encuentra con la sacarosa y no con la glucosa ni la 

fructosa (Figuras 25 y 26). 

La ausencia de efecto del 2-oxoglutarato y el malato sobre la 

expresión del gen CitAMT1 es sorprendente, puesto que los ácidos 

carboxílicos son los principales esqueletos carbonados utilizados en la 

síntesis de aminoácidos. A pesar de ello, nuestros datos coinciden con los 

obtenidos por Lejay y col. (2003), los cuales muestran que la expresión de 

los genes inducibles por sacarosa, AtAMT1.2 y AtAMT1.3, no se incrementan 

en respuesta a la adición exógena de 2-oxoglutarato y malato. El efecto de 

otros azúcares diferentes a sacarosa no ha sido estudiado por estos autores y 

se desconoce. También, cabe destacar la regulación específica de la sacarosa 

sobre la actividad HATS para el ión NH4
+ en los cítricos, que difiere del 

HATS para el ión NO3
-, el cual se estimula indistintamente por sacarosa, 

glucosa o galactosa en Arabidopsis thaliana (Lejay y col., 2003). La 

estimulación por glucosa de la absorción del ión NO3
-, también ha sido 

puesta de manifiesto en otras especies herbáceas (Delhon y col., 1996). 

Además, la inducción por azúcares del gen AtNRT2.1, el cual codifica un 

componente mayoritario del HATS para el ión NO3
- (Cerezo y col., 2001a; 

Filleur y col., 2001), no es específica de la sacarosa y se ha relacionado con 
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el metabolismo del C en las primeras etapas de la glucólisis en las que actúa 

la enzima hexoquinasa (Lejay y col., 2003). 

Por el momento se desconoce como la absorción del ión NH4
+ se 

regula de manera específica por la sacarosa en cítricos, mientras que la 

absorción del ión NO3
- en A. thaliana está controlada por compuestos que se 

encuentran al principio de la ruta del metabolismo de la sacarosa. Sin 

embargo, la sacarosa es la forma mayoritaria de C que se transporta por el 

floema, lo que la hace una muy buena candidata, como molécula señal, que 

coordine la actividad de los sistemas de transporte de N con el estado 

carbonado de las raíces. Además, varias rutas han sido identificadas como 

responsables de la regulación de la expresión de diversos genes vegetales 

mediada por azúcares (Rolland y col., 2002). Entre estas rutas, la sacarosa 

actúa como señal controlando varios procesos fisiológicos tales como la 

síntesis y degradación de almidón (Loreti y col., 2000; Fernie y col., 2001), 

la síntesis de fructano (Müller y col., 2000) y la síntesis de antocianinas 

(Solfanelli y col., 2006). La sacarosa como sensor específico actúa también a 

nivel molecular y modula la expresión de numerosos genes implicados en el 

metabolismo del C, incluyendo los que codifican la α-amilasa (Loreti y col., 

2000), la sacarosa:fructano-6-fructosiltransferasa (Müller y col., 2000), 

enzimas de la ruta biosintética de las antocianinas (Solfanelli y col., 2006) o 

del factor de transcripción ATB2 regulado por luz (Rook y col., 1998). Lo 

más interesante, es que la sacarosa actúa como una molécula señal que 

regula la expresión de uno de sus propios sistemas de transporte, el simporte 

floemático H+/sacarosa, que juega un papel importante en el transporte de la 

sacarosa desde órganos fuente a órganos sumidero (Chiou y Bush, 1998). 

Así pues, nuestro hallazgo de que la sacarosa puede regular de manera 

específica los genes de los transportadores de NH4
+ en las raíces, sugiere que 

es una señal pivotante que gobierna ambos procesos, asimilación y 
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utilización en los órganos sumidero así como asimilación y reparto en 

órganos fuente. 

 

5.3 Efecto de la modificación del metabolismo del N sobre la 

regulación del influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 

 

Las plantas de cítricos prefieren absorber  N-NH4
+ frente a N-NO3

-  

 
Nuestros resultados confirman que cuando ambas fuentes de N 

(NH4
+ y NO3

-) están presentes en la solución de absorción, en las plantas de 

cítricos se ve favorecido el influjo del ión 15NH4
+ frente al influjo del ión 

15NO3
- (Figura 28). Esta preferencia por el ión NH4

+ ha sido puesta de 

manifiesto anteriormente en cítricos (Serna y col., 1992), así como en otras 

especies vegetales (Macduff y Jackson, 1991; Gebler y col., 1998; 

Gazzarrini y col., 1999). 

Además, parece ser que no hay ningún efecto recíproco del ión 
15NH4

+ sobre el influjo del ión 15NO3
- y viceversa. El influjo del ión 15NH4

+, 

mediado por el HATS y el LATS, es entre 3 y 5 veces superior al influjo del 

ión 15NO3
- y está correlacionado de forma positiva con el incremento de su 

concentración en la relación NH4
+/NO3

-. Sin embargo, el influjo del ión 
15NO3

-, mediado por el HATS y el LATS, permanece constante 

independientemente de la relación NH4
+/NO3

- (Figura 28). Este hecho resulta 

sorprendente, porque en estudios previos en cítricos así como en otras 

especies vegetales, sí que se muestra una correlación positiva entre el influjo 

del ión 15NO3
- y la concentración externa del mismo (Aslam y col., 1992; 

Kronzucker y col., 1995; Cerezo y col., 1997). Ello se podría explicar porque 

en estos estudios, el N no ha sido suministrado en la solución de influjo 

como una mezcla de NH4
+ y NO3

-.  
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La preferencia por absorber el ión NH4
+ se mantiene cuando las 

plantas de cítricos están expuestas durante tres días a diferentes proporciones 

de NH4
+/NO3

- o cuando ambos iones están presentes como única fuente de 

N, siendo los valores del influjo del ión 15NH4
+ y la expresión del gen 

CitAMT1 superiores a los valores del influjo de 15NO3
- y la expresión del gen 

CitNRT2 (Figura 29). En algunas especies vegetales se ha observado que 

algunos genes implicados en la asimilación del ión NO3
- están reprimidos en 

presencia del ión NH4
+ (Fernández y Cárdenas, 1989; Glass, 2003). Esta 

represión de la absorción del ión NO3
- favorecería la absorción y asimilación 

del ión NH4
+, que supone un menor coste energético para la planta  (Bloom y 

col., 1992).   

El influjo del ión 15NH4
+ se mantiene constante independientemente 

de la proporción de NH4
+/NO3

- presente en el medio, pero varía cuando están 

presentes el  NH4
+ o el NO3

- como única fuente de N, es decir el influjo del 

ión 15NH4
+ responde a la concentración de NH4

+ presente en el medio. Sin 

embargo, el influjo del ión 15NO3
- tiene un comportamiento diferente cuando 

está presente únicamente el NO3
- o el resto de proporciones NH4

+/NO3
- 

(Figura 29). Ello podría ser debido a que en el HATS para el NO3
- tiene 

menor capacidad para absorber N que el HATS de NH4
+ (Kronzucker y col., 

1995 y 1996; Cerezo y col., 1997; Glass y col., 1997). Por tanto, cuando las 

dos fuentes de N están presentes, el sistema de mayor capacidad de 

absorción de N (en este caso el del ión NH4
+) es el que está más favorecido y 

tendrá una mayor capacidad para responder a los cambios en la 

concentración externa de N. Por el contrario, el sistema de menor capacidad 

(en este caso el del ión NO3
-) permanece en un nivel basal y sin capacidad de 

respuesta frente a las variaciones en la concentración externa. Esta respuesta 

diferente se puede explicar por una mayor sensibilidad a la concentración de 

N externa de la maquinaria de absorción del ión NO3
- que la del ión NH4

+, 
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puesto que el ión NO3
- es una molécula esencial para la planta, implicada en 

diferentes procesos de regulación (Wang y col., 2000, 2001, 2003;  Scheible 

y col., 2004). 

Otro resultado interesante encontrado es que la expresión de los 

genes CitAMT1 y CitNRT2 se correlaciona positivamente con el influjo de 

los iones 15NH4
+ y 15NO3

- mediado por el HATS, respectivamente (Figuras 

29 y 30). Esto evidencia que el CitNRT2 es el responsable mayoritario del 

influjo de 15NO3
- mediado por el HATS y corrobora el papel del gen 

CitAMT1. 

Los influjos de los iones 15NH4
+ y 15NO3

-, mediados por el LATS, no 

se ven alterados cuando las plantas son expuestas a diferentes proporciones 

de NH4
+/NO3

-, lo que pondría de manifiesto la ausencia de control sobre este 

sistema, cuando el estado nitrogenado de la planta es óptimo como se ha 

observado en otras especies vegetales (Mäck y Tischner, 1994; Zhou y col., 

1998; Wang y col., 1998). Estos resultados se contradicen con los 

encontrados anteriormente, en plantas de cítricos por Cerezo y col. (2001b), 

aunque estas  discrepancias podrían ser debidas a que las plantas han sido 

cultivadas en condiciones diferentes en ambos estudios. Cerezo y col. 

(2001b) mostraron que el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el LATS estaba 

regulado por el estado nutricional de la planta, estando reprimido cuando las 

plantas habían crecido durante todo el tiempo en condiciones limitantes de N 

y por el contrario estaba favorecido en aquellas plantas que habían crecido 

en condiciones óptimas de N. Este hecho se explica por un efecto de 

disponibilidad de N para poder sintetizar proteínas en general y 

concretamente proteínas transportadoras, más que por un efecto de control. 

En resumen, podemos concluir que las plantas de cítricos tienen 

preferencia para absorber el ión NH4
+ frente al ión NO3

- cuando ambas 

fuentes de N están presentes en la solución de absorción o cuando las plantas 
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se pretratan con diferentes proporciones de NH4
+/NO3

-, independientemente 

de la relación de NH4
+/NO3

- en ambos casos. Una posible explicación a este 

hecho podría ser el menor gasto energético que le supone a la planta la 

asimilación del N-NH4
+ y por la mayor capacidad que tiene el sistema de 

absorción de alta afinidad del ión NH4
+ respecto al del ión NO3

-. 

 

 

El influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 están 

regulados por mecanismos de inducción, represión, de-represión y 

de-inducción en función de la fuente de N y de su disponibilidad en 

el tiempo. 

 
 En cítricos, tanto el influjo del ión 15NH4

+ mediado por el HATS, así 

como la expresión del gen CitAMT1 están reprimidos cuando las plantas han 

sido expuestas únicamente a N-NH4
+. Del mismo modo, el influjo del ión 

15NO3
- mediado por el HATS y la expresión del gen CitNRT2, se reprimen 

cuando las plantas han sido expuestas a N-NO3
- como única fuente de N. 

(Figuras 29 y 30). Estos resultados coinciden con otros estudios, que 

explican este hecho por la acción negativa de los propios iones o sus 

asimilados sobre los genes y/o los propios transportadores (Glass y Siddiqi, 

1995; Kronzucker y col., 1996; von Wirén y col, 1997, 2000b; Gazzarrini y 

col., 1999; Pal’ove-Balang y col., 2002).  

Por el contrario, cuando las plantas han sido expuestas a N-NH4
+ 

como única fuente de N, se observa una estimulación máxima del influjo de 

NO3
- mediado por el HATS, que se correlaciona con la expresión del gen 

CitNRT2. En este caso las plantas podrían interpretar que hay una carencia 

de NO3
- y posiblemente por un mecanismo similar al de de-represión, se 

produce la estimulación del HATS y la expresión de CitNRT2, como ha sido 
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puesto de manifiesto anteriormente por otros autores (Filleur y Daniel-

Vedele, 1999; Zhuo y col., 1999; Ono y col., 2000; Gansel y col., 2001; 

Okamoto y col., 2003). Además, cuando se exponen a N-NO3
- como única 

fuente de N, se observa un incremento del influjo del ión 15NH4
+ mediado 

por el HATS, pero permanece constante la expresión del gen CitAMT1. En 

estas condiciones las plantas podrían estar interpretando la existencia de una 

carencia de NH4
+ o detectar la presencia del ión NO3

-. El incremento en el 

influjo del ión 15NH4
+ producido por la de-represión del HATS en 

condiciones de carencia, ha sido puesto de manifiesto por diferentes autores 

en especies herbáceas (Gazzarrini y col., 1999; von Wirén y col., 2000b; 

Sonoda y col., 2003a). Nuestros resultados muestran que cuando las plantas 

de cítricos están expuestas durante una semana a carencia de NH4
+ 

(presencia del ión NO3
-) o carencia total de N, se produce una estimulación 

en el influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS durante los primeros días 

y un descenso a los siete días (Figuras 31 y 32). En el primer caso, el influjo 

del ión 15NH4
+ alcanza su máximo al tercer día y en el segundo al segundo 

día, lo que podría estar indicando mecanismos diferentes de activación. En 

las mismas condiciones se comprueba que la expresión del gen CitAMT1 

varía de forma diferente, permanece constante cuando las plantas están 

sometidas a carencia de NH4
+ (presencia del ión NO3

-) y sigue un patrón 

similar al del influjo del ión 15NH4
+ mediado por el HATS, cuando las 

plantas están sometidas a carencia de N. En base a nuestros resultados, en 

condiciones de carencia de N total, parece que podrían estar operando dos 

mecanismos de regulación diferentes en función del tiempo de exposición a 

la carencia de N: 1) un mecanismo de de-represión tanto a nivel 

transcripcional como sucede con los genes AtAMT1.1 en Arabidopsis 

thaliana (Gazzarrini y col., 1999) u OsAMT1.1 y OsAMT1.2 en Oryza Sativa 

(Kumar y col., 2003) así como, a nivel postranscripcional puesto que se ha 
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observado que se modifican los valores de Km y Vmáx (Tabla 6). Yuan y col. 

(2007) muestran que el gen AtAMT1.1 de A. thaliana está regulado a nivel 

postranscripcional por el estado nutricional de la planta. 2) Otro mecanismo 

de de-inducción a nivel transcripcional como ocurre con el gen PtAMT1.2 en 

Populus trichocarpa (Couturier y col., 2006). Por otro lado, en condiciones 

de carencia de NH4
+ (presencia del ión NO3

-), parece que operen también dos 

mecanismos, uno de inducción a nivel postranscripcional, distinto al 

anterior, puesto que se modifican los parámetros cinéticos de forma diferente 

(Tabla 6) y otro podría ser debido a la inducción inicial y posterior represión 

por NO3
- de otro gen de la familia AMT, presente posiblemente también en 

cítricos. En tomate, la transcripción del gen LeAMT1.2 se induce por la 

adición de NH4
+ y aún más por la adición de NO3

- (Lauter y col., 1996; von 

Wirén y col., 2000b; Wang y col., 2001). Estos resultados están de acuerdo 

con los encontrados en especies herbáceas, en los que han puesto de 

manifiesto la presencia de múltiples genes de la familia AMT en el que cada 

uno puede ser responsable de modular la absorción del ión NH4
+ por una 

señal endógena o exógena específica (luz, estado carbonado de la planta, 

disponibilidad de NH4
+ y estado nitrogenado de la planta) (Gazzarrini y col., 

1999; Rawat y col., 1999; Lejay y col., 1999; von Wirén y col 2001a). 

Respecto al LATS, el influjo del ión 15NH4
+ en cítricos, al igual que en 

plantas herbáceas (Mäck y Tischner, 1994), no responde a las condiciones de 

carencia de N, probablemente porque se produce un influjo pasivo del ión 

NH4
+ por esta vía.  

Finalmente, cabe destacar que hay una correlación entre el influjo 

del ión 15NO3
- y la expresión del gen CitNRT2 que nos indicaría una posible 

regulación a nivel transcripcional por la fuente de N disponible. Además, el 

influjo del ión 15NO3
- y la expresión del gen CitNRT2 muestran una mayor 

sensibilidad para responder a las variaciones de concentración de N externa, 

138 



                                                                                                 Discusión 

que en el caso del gen CitAMT1 y el influjo del ión 15NH4
+. Esta diferencia 

podría indicar el importante papel que ejerce la expresión del gen NRT2 

como sensor tanto para la disponibilidad local de N como del estado 

nutricional de la planta e incluso de otros fenómenos no relacionados con la 

asimilación del N, como el crecimiento de raíces (Remans y col., 2006). 

En conjunto podemos concluir que el influjo del ión 15NO3
- y la 

expresión del gen CitNRT2 estarían sometidos a una regulación a nivel 

transcripcional, mientras que el influjo del ión 15NH4
+ y la expresión del gen 

CitAMT1 estarían sometidos a una regulación a nivel transcripcional  y 

postranscripcional. 

 

 

El influjo del ión NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 están 

regulados por mecanismos diferentes de inducción y de represión, 

en condiciones de carencia de N, en función de la fuente de N y de 

su concentración  

 

La carencia de N presenta mecanismos de regulación del influjo del 

ión 15NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 diferentes en función del tiempo. 

Cuando las plantas de cítricos se encuentran en condiciones de de-represión 

de sus sistemas de absorción de N (carencia en N durante 3 días), la 

represión, sobre el influjo del ión 15NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1, 

que produce a corto plazo la adición de los iones NH4
+ y NO3

- es diferente 

(Figuras 34 y 35). Cuando se adiciona NH4
+ en el medio, el influjo de éste 

ión  mediado por el HATS, se reprime, de forma dependiente de la 

concentración externa del ión NH4
+, mientras que la expresión del gen 

CitAMT1 también se reprime aunque de forma independiente. La mayor 

represión observada, al incrementarse la concentración del ión NH4
+, podría 
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deberse a que éste actúa inhibiendo directamente al transportador AMT1 y 

además, la glutamina producida durante el proceso de asimilación inhibe al 

gen AMT1 (Rawat y col., 1999; von Wirén y col., 2000a). Estos resultados 

resaltan que el influjo del ión 15NH4
+ y la expresión del gen en estas 

condiciones estarían regulados por el ión NH4
+, tanto a nivel transcripcional 

como postranscripcional. Por otra parte, el influjo de ión 15NH4
+ permanece 

constante al añadir NO3
-. Esta diferencia en la represión por la fuente de N, 

podría ser debida a que el ión NH4
+ es más rápidamente asimilado que el ión 

NO3
-
 (Chaillou y col., 1994). Cabe destacar, que la expresión del gen 

CitAMT1 se reprime ligeramente cuando se adiciona NO3
-. La diferente 

respuesta que presentan el influjo y la expresión del gen al adicionar NO3
-, se 

podría explicar por la puesta en marcha de un mecanismo de regulación a 

nivel postranscripcional debido al ión NO3
-, o por la presencia de otro gen de 

la familia AMT1 que no responde a la represión por el ión NO3
-. 

Alternativamente y como se ha demostrado con anterioridad, el aumento de 

la expresión del gen CitNRT2 observado, se debería a la adición del ión NO3
- 

(Amarasinghe y col., 1998; Filleur y Daniel-Vedele, 1998; Ono y col., 2000; 

Gansel y col., 2001) y el incremento de la expresión del gen CitNRT2 podría 

afectar negativamente a la expresión del gen CitAMT1. Con anterioridad en 

Arabidopsis thaliana, se ha demostrado la interacción reguladora recíproca 

que puede existir entre la expresión de genes de la misma familia e incluso 

de familias diferentes (Cerezo y col., 2001a; Kaiser y col., 2002; Muños y 

col., 2004). En lo que respecta al influjo del ión 15NH4
+, mediado por el 

LATS, no parece sorprendente que en estas condiciones tampoco se 

produzca represión por la fuente de N o por su concentración, lo que 

confirmaría una vez más la ausencia de control sobre este sistema de 

transporte.  
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Finalmente, cuando las plantas de cítricos se encuentran en unas 

condiciones de de-inducción de sus sistemas de absorción de N (carencia en 

N durante 7 días), la inducción del influjo del ión 15NH4
+ que producen 

ambos iones, NH4
+ y NO3

-, es idéntica (Figuras 36 y  37). En este caso, el 

influjo del ión 15NH4
+, mediado por el HATS, se induce de manera 

independiente de la fuente de N y de su concentración, aunque el patrón de 

expresión del gen CitAMT1 no es exactamente igual. La expresión de dicho 

gen, se induce por el ión NH4
+ y permanece inalterable por la presencia del 

ión NO3
-, lo que pondría de manifiesto nuevamente una regulación a nivel 

postrancripcional del influjo del ión 15NH4
+, mediada por el ión NO3

-, y/o a 

la presencia de un gen de la familia AMT1 diferente al que tenemos 

caracterizado, y/o a la reciprocidad en la regulación la expresión de los genes 

CitNRT2 y CitAMT1. Como era de esperar, no existe efecto inductor por N 

sobre el influjo del ión 15NH4
+mediado por el LATS.  

De estos resultados se puede concluir que los mecanismos de 

regulación en condiciones de de-represión y de de-inducción del influjo del 

ión 15NH4
+ y la expresión del gen CitAMT1 son dependientes de la fuente de 

N disponible y de su concentración. Cuando se adiciona NH4
+ actúan 

posiblemente dos mecanismos, uno a nivel transcripcional y otro a nivel 

postranscripcional. Sin embargo, al adicionar NO3
- podrían estar actuando 

tres mecanismos de regulación, uno postranscripcional, otro transcripcional 

de otro gen de la familia AMT1 inducible por el ión NO3
- y otro producido 

por la regulación recíproca de la expresión de los genes CitNRT2 y 

CitAMT1. 

 

La expresión del gen CitAMT1 responde tanto a la modificación del 

metabolismo del C como a la del metabolismo del N 
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En conjunto, nuestros resultados han mostrado que el gen CitAMT1 

tiene una elevada homología con los genes AMT1 que codifican sistemas de 

transporte de alta afinidad para el ión NH4
+ en otras especies vegetales, 

siendo el primer miembro de la familia de transportadores AMT que se ha 

identificado en cítricos. Los estudios de regulación de la expresión del gen 

CitAMT1 han puesto de manifiesto que su expresión no depende del ritmo 

circadiano y es estimulada específicamente por la sacarosa, que modula su 

expresión en función de la fotosíntesis. Además, en función del N disponible 

en el medio su expresión se reprime o induce por diferentes mecanismos. 

Éste es un resultado interesante, porque aunque no se descarta la existencia 

de otros genes AMT en cítricos, el gen CitAMT1 responde tanto a la 

modificación del metabolismo del C como del N. Contrariamente, en todas 

las especies vegetales estudiadas hasta la fecha, la inducción por luz y 

azúcares ocurre sólo en uno o dos miembros específicos de la familia 

multigénica AMT. En la mayoría de los casos, los otros genes AMT 

responden a otros estímulos. En Arabidopsis thaliana, por ejemplo, la luz y 

los azúcares estimulan en las raíces la expresión de los genes AtAMT1.2 y 

AtAMT1.3, pero no el gen AtAMT1.1, el cual se de-reprime por carencia de N 

(Gazzarrini y col., 1999; Rawat y col., 1999). En arroz, sólo la expresión del 

gen OsAMT1.3 en las raíces responde a cambios diurnos, mientras que los 

genes OsAMT1.1 y OsAMT1.2 (pero no OsAMT1.3) son de-reprimidos por 

carencia de N (Kumar y col., 2003). Esta regulación diferente también se ha 

encontrado en otras especies como Solanum lycopersicon (von Wirén y col., 

2000b) y Lotus japonicus (D’Apuzzo y col., 2004), en las que se sugiere que 

cada gen AMT puede ser responsable de modular la absorción del ión NH4
+ 

por una señal endógena o exógena específica (luz, estado carbonado de la 

planta, disponibilidad de NH4
+ y estado nitrogenado de la planta).  
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6. CONCLUSIONES 
 

1. Los genes CitAMT1 y CitNRT2 son los responsables mayoritarios 

del influjo mediado por el HATS de los iones NH4
+ y NO3

-, respectivamente. 

2. Los cambios diurnos de la actividad del HATS para el ión NH4
+ y  

la expresión del gen CitAMT1 se correlacionan con la fotosíntesis y no son 

debidos al ritmo circadiano. 

3. El influjo del ión NH4
+ mediado por el HATS y la expresión del gen 

CitAMT1 son específicamente estimulados por la sacarosa a nivel 

transcripcional, pero no podemos descartar un mecanismo 

postranscripcional.  

4. La sacarosa podría ser la molécula señal que modula la expresión 

del gen CitAMT1 en función de la fotosíntesis, siendo ésta el nexo de unión 

entre el metabolismo del C y del N en cítricos. 

5. Las plantas de cítricos prefieren absorber N-NH4
+ frente a N-NO3

- 

cuando ambas formas están presentes, independientemente de su proporción. 

6. La carencia de NH4
+ (presencia del ión NO3

-) regula a nivel 

postranscripcional el influjo del ión  NH4
+ mediado por el HATS. 
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7. La carencia de N total regula a nivel postranscripcional y 

transcripcional el influjo del ión NH4
+ mediado por el HATS y la expresión 

del gen CitAMT1. 

8. El influjo del ión NH4
+ mediado por el HATS y la expresión del gen 

CitAMT1 se de-reprimen y de-inducen en función del tiempo de carencia de 

N y se inducen y reprimen en función de la fuente de N disponible y de su 

concentración.  

         9. El influjo del ión NH4
+ mediado por el HATS y la expresión del gen 

CitAMT1, en condiciones de de-represión y de de-inducción, cuando se 

adiciona NH4
+, son regulados a nivel transcripcional y/o postranscripcional. 

10. La regulación del influjo del ión NH4
+ mediado por el HATS y la 

expresión del gen CitAMT1, en condiciones de de-represión y de de-

inducción, cuando se adiciona NO3
-, se debe a varios mecanismos: un 

mecanismo de regulación a nivel postranscripcional, otro a nivel 

transcripcional de otro gen de la familia AMT1 inducible por el ión NO3
- y/o 

una regulación recíproca por la expresión de ambos genes CitNRT2 y 

CitAMT1. 

11. El gen CitAMT1 podría desempeñar el papel propuesto para los 

genes AMT1.1; AMT1.2 y AMT1;3 de plantas herbáceas, puesto que 

responde tanto a la modificación del metabolismo del C como del N. 

12. La regulación del influjo del ión NH4
+, mediado por el LATS, no 

se ve afectada por cambios del metabolismo del C ni del N.  
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